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SPIS AKRONIMOW

Symbol Rozwinigcie skrétu*

A absorbancja [-]

A powierzchnia badana [m?]

A, absorbancja probki [-]

A powierzchnia piku uzyskana dla roztworu wzorca w jednostkach powierzchni
[MAU-min]

Ay powierzchnia piku uzyskana dla roztworu probki do badan w jednostkach
powierzchni [mAU-min]

Ay absorbancja wzorca [-]

Ao absorbancja roztworu rodnika DPPH" po 30 minutach bez dodatku
antyoksydantu [-]

A absorbancja roztworu rodnika DPPH" po 30 minutach w obecnosci
antyoksydantu [-]

AIDS zesp6l nabytego niedoboru odpornosci

ALPHAFLOW 20 | uwodorniony polidekan

ATP adenozyno-5'-trifosforan

ATR- IR spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni

BS $wiatto wstecznie rozproszone przez probke

C stezenie [mol/1]

Cs stezenie roztworu wzorcowego o znanej czystosci [pug/ml]

Cy predkos¢ swiatta w prézni [m/s]

Ca fitoen

Cuw czysto$¢ wzorca

Car skrot od angielskiej nazwy karotenoidow - carotenoids

Car” + ROO kationorodnik karotenoidowy + anion peroksyalkoksylowy

CD95/FAS rodzina receptorow CD95

CVvD choroby uktadu krazenia (ang. cardiovascular disease).

CREAGEL EZ7

polyakrylamid, uwodorniony polideken, eter
laurylowy polioksyetylenu

AC réznica w stezeniu wody pomig¢dzy naskorkiem a srodowiskiem zewngtrznym
[1g/cm?]

Dw rozcienczenie wzorca

D wspotczynnik dyfuzji wody w skorze wlasciwej

DNA kwas dezoksyrybonukleinowy

DPPH rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu

DR3 receptor Smierci 3

EDRF czynnik rozkurczowy pochodzenia $rodbtonkowego

FDA skrot od nazwy organizacji Food and Drug Administration

ET transfer elektronow, w wyniku ktdrego powstaje kationorodnik karotenoidowy

€ molowy wspotczynnik absorpcji
[dm*/molcm]

GGPP, C,,PP difosforan digeranylu

H,O, nadtlenek diwodoru

HO, rodnik wodoronadtlenkowy

HAT przeniesienie atomu wodoru na rodnik

HPLC skrot od angielskiej nazwy wysokosprawnej chromatografii cieczowej, (ang.
High Performance Liquid Chromatography)

hsp70 biatko szoku cieplnego, (hsp - ang. heat shock proteins), hsp70 - biatko
srednioczasteczkowe (66—78 kDa)

K wspotczynnik podziatu woda-tluszcz
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grubos¢ warstwy absorbujacej [cm]

log P wspdiczynnik podziatu woda/n-oktanol jako miara lipofilowosci
L grubo$¢ skory wlasciwej

LDL frakcja lipidowa o niskiej gestosci

Amax maksymalna dlugo$¢ fali [nm]

m masa probki [g]

m ilo$¢ usunietej tkanki badanego probanta [g]

my masa substancji oznaczanej zawartej w probce [mg]

my, masa wzorca [mg]

MMPs metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej, (ang. matrix metalloproteinases)
NO* rodnik tlenku azotu (1)

NO,™ kationorodnik ditlenku azotu (1V)

n wspotczynnik zatamania $wiatta [-]

'0, tlen singletowy

0," anionorodnik ponadtlenkowy

O, 0zon

OH rodnik hydroksylowy

OK bezwymiarowy wspotczynnik elastycznosci skory

ONOO anion nadtlenkowo-azotowy

O/W na zimno

emulsja typu olej w wodzie sporzadzana na zimno

o/w

emulsja typu olej w wodzie sporzadzana na goraco

p gestos¢ tkanki [g/m’]

P masa probki [g]

P450 cytochrom P450

p53 biatko - czynnik transkrypcyjny odgrywajacy rolg podczas aktywacji
zaprogramowanej Smierci komorki

PSY syntaza fitoenu (ang. phytoene synthase)

PUT prowokacyjny test uzywania (ang. Provocative Use Test )

% Inhibicji procent wygaszania wolnych rodnikow

RAF tworzenie adduktu rodnikowego, (ang. radical adduct formation)

ROAT testy powtarzanej otwartej aplikacji (ang. Repeated Open Application Test)

ROS reaktywne formy tlenu, (ang. reactive oxygen species)

ROO’ rodnik peroksyalkoksylowy

[ROO....Car]’ addukt rodnik peroksyalkoksylowo-karotenoidowy

ROS reaktywne formy tlenu, (ang. reactive oxygen species)

RO,* rodnik peroksylowy

RS* rodnik tiolowy

RSO* rodnik sulfinylowy

RSO,* rodnik sulfonylowy

RSOO’ rodnik ponadtlenkowy tiolowy

RSO,00° rodnik ponadtlenkowy sulfonylowy

SC warstwa rogowa naskorka, (tac. stratum corneum)

SLS laurylosiarczan sodu, detergent o charakterze jonowym (ang. Sodium Lauryl
Sulfate)

SO, rodnik ditlenkusiarki

T $wiatto przechodzace przez probke

TEWL przeznaskorkowa utrata wody, (ang. Transepidermal Water Loss)

TEWL, TEWL odniesienia z pola kontrolnego nie poddanego strippingowi

TNFR1 rodzina receptora czynnika martwicy nowotworow

TRAIL ligand indukujgcy apoptoze, (ang. related apoptosis-inducing ligand)

TNF czynnik martwicy nowotworu, (ang. tumor necrosis factor)

TRUE test test ptatkowy, (ang. thin-layer rapid use epicutaneous test)
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uv promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 100-400nm
UVA promieniowanie ultrafioletowe o dtugoéci fali 320-400 nm
UVA1l promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 340-400nm
UVA?2 promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 320-340 nm
UVB promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 290-320 nm
uvC promieniowanie ultrafioletowe o dtugoéci fali 100-290 nm
\Y predkos¢ $wiatta w badanym osrodku [-]

V catkowita objeto$¢ roztworu probki do badan [cm’]

Vi Vy predkos¢ swiatta w dwoch roznych osrodkach

VDE aktywna deepoksydaza wiolaksantyny, (ang. active violaxanthin de-epoxidase)
Vis $wiatto widzialne o dtugoéci fali 400-780 nm

W/O emulsja typu woda w oleju sporzadzana na goraco

X glebokos$¢ ingerencji w tkanke [m]

* w nawiasach kwadratowych podano jednostki, jesli wystepuja.
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I. WSTEP

Skoéra jest najwickszym organem ludzkiego ciata. Zlozona jest z trzech warstw:
naskorka, skory wiasciwej i tkanki podskornej. Speinia bardzo wazne funkcje dla naszego
organizmu. Starzenie si¢ skory jest nieuniknionym, biologicznym oraz psychicznym
procesem okreslanym, jako zespot postepujacych w czasie zmian, ktére sa badane juz od
dziesigcioleci.

Wiele probleméw zdrowotnych spowodowanych jest zanieczyszczeniem $rodowiska
naturalnego oraz zywnos$ci, niewlasciwym sposobem odzywiania, stresem zwigzanym z
rosngcym tempem zycia codziennego oraz wolnymi rodnikami, atakujagcymi nasz organizm.
Czynniki te stwarzajg wigksze lub mniejsze zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania
organizmu czlowieka. Wspodiczesna medycyna radzi sobie z rdéznymi schorzeniami,
najczesciej poprzez stosowanie terapii za pomocg syntetycznych lekow, ktore bardzo czgsto
nie lecza przyczyn choroby, a jedynie jej objawy. Ich stosowanie, zwlaszcza w chorobach
przewlektych, zwigzane jest z ryzykiem wystepowania réznorodnych objawdéw ubocznych.
Bardzo racjonalna wydaje si¢ profilaktyka, zwigzana z wilasciwym sposobem odzywania.
Odpowiednio dobrana dieta obfituje w substancje i sktadniki pochodzenia naturalnego, ktére
wywieraja dobroczynny wplyw na funkcjonowanie organizmu cztowieka. Sama przyroda data
nam szans¢ na poprawe¢ kondycji naszego zdrowia 1 jako$ci zycia. Wigkszo$¢ substancji
pochodzenia naturalnego korzystnie oddziatuje na organizm cztowieka. Bardzo wazng rolg w
przeciwdziataniu powstawania wolnorodnikowych uszkodzen pelnia zwigzki hamujace
tworzenie wolnych rodnikéw lub uczestniczace w ich przeksztalcaniu w nieaktywne
pochodne. Zwiazki te nazywamy antyoksydantami. Do silnych, naturalnych antyoksydantow,
nalezg karotenoidy. Karotenoidy zaliczane sg zaré6wno do antyoksydantéw prewencyjnych
jak i interwencyjnych.

Zwiazki te zbudowane sa z 11 sprzg¢zonych wigzan podwdjnych, dzigki ktérym mozna
je zaliczy¢ do grupy poliizoprenoidow. Moga wystepowa¢ w postaci acyklicznej,
monocyklicznej lub bicyklicznej. Do grupy karotenoidoéw, charakteryzujacych sie
najsilniejszymi wiasciwosciami antyoksydacyjnymi, naleza: astaksantyna, likopen, luteina,
oraz B-karoten. Zwiazki te dzigki silnym wilasciwosciom antyoksydacyjnym znalazty szerokie
zastosowanie w medycynie, przemysle farmaceutycznym 1 kosmetycznym. Karotenoidy
charakteryzuja si¢ wysoka aktywno$cig, zarowno wobec reaktywnych form tlenu jak i
wolnych rodnikow.

Branza przemystu kosmetycznego jest jedng z najbardziej dynamicznie ewoluujacych
sektorow w Polsce, a $wiatowy kryzys nie spowodowat ograniczenia wydatkéw Polakéw na
produkty kosmetyczne. Wzrost poziomu zycia oraz wydluzajacy si¢ okres aktywnosci
zawodowej powoduje, ze coraz czgsciej i chetniej konsumenci korzystaja z szerokiej gamy
produktow kosmetycznych, co powoduje, ze czuja si¢ bardziej atrakcyjni i mtodzi. Wedtug
szacunkow PMR Consulting w 2012 roku w Polsce wydano ponad 19 mld zl na kosmetyki.
Najwigkszy udzial w lacznej sprzedazy osiggnety kosmetyki do pielegnacji twarzy (17,6%).
W okresie 2013-2015 mozemy spodziewac si¢ $redniorocznego wzrostu rynku na poziomie
ponad 4%, jak wynika z najnowszego raportu PMR Consulting pt. ,,Rynek dystrybucji
artykutow kosmetycznych w Polsce 2013. Analiza rynku i prognozy rozwoju na lata 2013-
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2015”. Firmy kosmetyczne zdaja sobie sprawe, ze kosmetyka stata si¢ dla wspotczesnych
kobiet ,,zrodtem mtodosci” i data nadzieje na zatrzymanie uptywajacego czasu. Jak pokazuja
wyniki, spoleczenstwo potrzebuje wprowadzania na rynek konsumencki coraz to nowych
produktéow kosmetycznych, zawierajacych skuteczne substancje aktywne rozwigzujace
problemy nie tylko natury zdrowotnej, ale takze poprawiajace samopoczucie konsumentow.
Zycie w zgodzie z natura jest w Polsce coraz bardziej modne, a co sie z tym wiaze, kosmetyki
oparte na bazie naturalnych sktadnikow cieszg si¢ duza popularno$cig. Rokuje to w
najblizszych latach wzrostem ich sprzedazy w granicach 10%. Jak przewiduja analitycy
Mintel Beauty Int., gtbwnym kierunkiem rozwoju przemystu kosmetycznego w kolejnych
latach bedzie trend ,,Down to Earth”. Szczegélny nacisk zostanie potozony na propagowanie
idei kosmetykow naturalnych i organicznych. Mozna wykorzysta¢ w tym celu naturalne
barwniki - karotenoidy. Posiadaja one udokumentowang skutecznos¢. Podejmowane sg proby
ich zastosowania w produktach kosmetycznych, przeznaczonych do pielegnacji skory.

W niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono wysoka skutecznos$¢ karotenoidow za
pomocg badan in vivo, czyli przez uzycie testow aplikacyjnych na skorze czlowieka.
Stwierdzono poprawe poziomu nawilzenia skory, przeznaskorkowej utraty wody,
elastycznosci skory oraz jej natluszczenia po zastosowaniu kremu z karotenoidami.
Udowodniono takze ich biodostepno$¢ za pomoca metody strippingu.

Przeprowadzono badania analityczne majace na celu potwierdzenie obecnosci wyzej
wymienionych zwigzkéw w kremach komercyjnych wprowadzonych na rynek kosmetyczny.
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CZESC LITERATUROWA

2.1. Budowa skory

Skora jest najwigkszym organem ludzkiego ciata. Ztozona jest z trzech warstw:
naskorka, skory wiasciwej 1 tkanki podskornej (rys. 1). Ponadto zawiera gruczoly potowe 1
tojowe, mieszki wlosowe, naczynia krwionosne i chlonne, zakonczenia nerwowe oraz narzady
zmystu [1-3].

Rys. 1. Budowa skory [4].

2.1.1 Naskorek

Naskorek (tac. epidermis) (rys. 2) jest warstwg powierzchowng skory, zbudowang z
komorek zwanych keratynocytami sktadajacych si¢ z nierozpuszczalnego biatka (glownie
keratyny) odpornego na czynniki fizyczne i chemiczne. Jego grubos¢ $rednio nie przekracza
100 um 1 jest wigksza w przypadku podeszwy dloni i stop. Naskorek utworzony jest przez
nabtonek wielowarstwowy ptaski rogowaciejacy i1 dzieli si¢ na 4 warstwy. Pierwszg z nich
jest warstwa podstawna (tac. stratum basale) mieszczaca si¢ najnizej. Znajduja si¢ tu komorki
o jadrach z widocznym podzialem, stad zwana jest warstwg rozrodczg. Ponadto w warstwie
tej wystepuja melanocyty (komorki barwnikowe wytwarzajace i magazynujace melaning),
komorki Langerhansa (komorki dendrytyczne biorgce udziat w procesach odpornosciowych)
oraz komorki Merkla (receptory stykajace si¢ z komoérkami nerwowymi). Nastgpna, warstwa
kolczysta (tac. stratum spinosum), zawiera kilka rzegdéw komorek o roznych ksztattach, ktore
przemieszczajac sie ku wyzszym warstwom ulegaja stopniowemu sptaszczeniu. Kolejng
strukturg jest warstwa ziarnista (tac. stratum granulosum) posiadajaca kilka rzedow komoérek
tym razem o wrzecionowatych ksztattach i sptaszczonych jadrach. Strefa posrednia - warstwa
jasna, inaczej $wietlana (tac. stratum intermediale, lucidum) - jest to waskie pasmo lezace
ponad warstwg ziarnista, typowe dla grubych naskorkéw np. na podeszwie, a dajace si¢
odrozni¢ od pozostalej warstwy rogowej w cienkich naskorkach jedynie na podstawie
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specjalnych badan histologicznych Ma ona duze znaczenie w zaburzeniach rogowacenia.
Ostatnia i najwyzej polozona warstwa rogowa (tac. stratum corneum, SC) zawiera juz tylko
sptaszczone komorki niezawierajace jadra. Komorki polaczone sa miedzy soba wypustkami
btony komorkowej (desmosomy) oraz specjalnymi czasteczkami utatwiajacymi przyleganie i
kontakt. W warstwie rogowej komorki utozone sa luzno i ulegaja ztuszczaniu. Sredni czas
prawidtowego przejScia komorki przez wszystkie warstwy (od warstwy najnizszej do
najwyzszej) wynosi 28 dni [1].

Naskoérek potaczony jest ze skoérg wihasciwg poprzez blone podstawng. Blona
podstawna tworzona jest zarowno przez naskorek, jak i skorg wiasciwa, sklada sie z blaszki
jasnej 1 blaszki ciemnej. Przebieg potaczenia nie jest prostolinijny, lecz falisty. Jej podstawa
sa biatka tj. laminina, kolagen, proteoglikany. Keratynocyty przytwierdzone sa do btony
podstawnej za pomocg integryn, czyli przezblonowych czasteczek odpowiedzialnych za
przyleganie komorek [2,3].

Zadaniem naskorka jest oddzielenie organizmu od otoczenia, ochrona glebszych
warstw  skory przed dziataniem czynnikdw  zewngtrznych oraz  zapobieganie
przeznaskorkowej utracie wody - TEWL (ang. transepidermal water loss). Zawarta w
naskorku melanina, poza nadaniem koloru wlosom oraz skoérze, do pewnego stopnia
zabezpiecza skorg przed szkodliwym dziataniem promieniowania ultrafioletowego [1-4].

rogowa

Warstwa jasna

Warstwa
Ziamna . .
keratohialiny ziarnista
Polaczenia \ Warstwa
desmosomaine kolczysta
Melanosomy ;
Melanocyt . Warstwa

8 podstawna

Hemidesmosomy—g

Biona podstawna

Rys. 2. Budowa naskorka [5].

2.1.2 Skoéra wlasciwa

Skora wlasciwa (tac. dermis, corium) jest pochodzenia mezodermalnego. Sktada si¢ z
dwoch warstw tkanki tacznej wlasciwej: warstwy brodawkowatej oraz siateczkowatej. Jest
bogato unerwiona, zawiera naczynia limfatyczne, krwiono$ne, gruczoty, zakonczenia
nerwowe oraz przydatki skory [1].

Warstwa brodawkowata (tac. stratum papillare) obejmuje brodawki, ktore zawieraja
liczne drobne naczynia krwiono$ne. Sktada si¢ z komorek, gtownie fibrocytéw i fibroblastow,
ktore produkuja biatka, takie jak: kolagen 1 elastyna oraz proteoglikany [1].

Warstwa siateczkowata (tac. stratum reticulare) powstaje z nieregularnie utkanej
tkanki lacznej zbitej. Obejmuje glebsze warstwy az do tkanki podskornej. Zawiera trzy
rodzaje wtokien [1-6]:
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2.1.3

wtokna kolagenowe typu I i III, ktore stanowia podstawe skladowa poscieliska
lacznotkankowego, za§ w obrebie blon podstawowych naczyn oraz blony
podstawowej naskorka obecny jest kolagen IV. Zadaniem widkien jest wzmacnianie
struktury skory. Kolagen jest biatkiem zbudowanym z aminokwasow: glicyny, L-
lizyny, L-proliny, L-hydroksylizyny oraz L-hydroksyproliny, ktore sa utozone w
formie trdjzytowej liny. W wyniku polaczenia pigciu takich uktadow powstaje jedna
fibryla kolagenowa.

wildkna sprezyste przeplatajg si¢ z wiloknami kolagenowymi. Zapewniajg skorze
sprezystos¢ 1 rozciagliwo$é. Znajdujg si¢ w przewadze w powierzchniowych
warstwach skory wiasciwej, gdzie oplataja witokna kolagenowe. Wraz z uptywem
czasu oraz promieniowania ultrafioletowego zachodzi zjawisko elastozy, w wyniku
ktoérego widkna elastynowe i kolagenowe zbijaja si¢ w bezpostaciowa mase. Proces
agregacji tych wiokien w sposob nieodwracalny pozbawia je ich funkcji. Ponadto u
ludzi starszych postepuje proces zmniejszenia syntezy kolagenu i proteoglikanow,
czego konsekwencja sag zmiany w tkance tacznej: powstawanie zmarszczek 1 bruzd,
zmniejszenie elastycznosci oraz zwigkszenie wrazliwosci skory.

wlokna retikulinowe zbudowane sg z retikuliny i w formie kratki oplataja tkanki
podporowe skory wiasciwej. Sposrod wszystkich trzech typow wiokien wystepujacych
w warstwie siateczkowatej, to wlasnie wtokna retikulinowe maja najdelikatniejsza
strukture. Jako pierwsze ulegaja degradacji w trakcie procesu starzenia.

Tkanka podskdérna

Tkanka podskorna (tac. subcutis) zbudowana jest ze zrazikéw thuszczowych, ktore sg

przedzielone zbitg tkankg laczng wldknista. W przestrzeniach miedzyzrazikowych tkanki

podskornej zawarte sa cze$ci wydzielnicze gruczotdéw potowych, naczynia krwiono$ne,
wtokna oraz upostaciowane zakonczenie nerwowe. Zadaniem komorek ttuszczowych tkanki
podskornej jest magazynowanie tluszczu, wytwarzanie go podczas procesu lipogenezy oraz
przeksztalcanie glukozy w kwasy tluszczowe [4].

2.2. Funkcje skory

Skora spetnia bardzo wazne funkcje dla catego organizmu. Najwazniejszg jej rola jest

ostanianie narzagdow wewng¢trznych przed wptywem srodowiska zewnetrznego, rownoczesnie
utrzymujac rownowage miedzy ustrojem i otoczeniem. Odgrywa roéwniez role [2,7]:

ochronng w odniesieniu do czynnikow mechanicznych, fizycznych, chemicznych 1
bakteryjnych,

w regulacji cieplnej,

w czynnosci resorpeyjnej (wchlanianie poprzez skore),

jako narzad czucia,

w metabolizmie biatek, lipidow, weglowodanow, witamin (rozpuszczalnych w
tluszczach, jak 1 w wodzie),

w procesie odporno$ciowym ustroju,
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e regulatora prawidtowego przebiegu melanogenezy, podczas ktorej w naskorku
produkowana jest melanina pomagajaca chroni¢ organizm przed szkodliwym
dziataniem promieniowania UV.

2.3. Starzenie sie¢ organizmu

2.3.1. Starzenie si¢ skory

Starzenie si¢ skory jest nieuniknionym, biologicznym oraz psychicznym procesem,
okreslanym jako zespot postepujacych w czasie zmian, ktore sg badane juz od dziesigcioleci.
Zmiany te polegaja miedzy innymi na [8,9]:

e zmniejszeniu biologicznej aktywno$ci komoérek organizmu,

e spowolnieniu procesOw regeneracyjnych,

e obnizeniu odpornos$ci oraz odpowiedzi na stres sSrodowiskowy,

e obnizeniu wlasciwosci adaptacyjnych organizmu znajdujacego si¢ pod kontrola
czynnikow genetycznych [8,9].

Powstate zmiany powoduja, ze organizm staje si¢ bardziej podatny na uszkodzenia i choroby.
W ostatecznosci doprowadzaja do zgonu [10].

Skora stanowi bardzo dobry model badawczy w odniesieniu do cato§ciowego zjawiska
starzenia. Jest ona bezposrednio narazona na destrukcyjne dziatanie czynnikéw zewnetrznych
i ulega starzeniu szybciej niz pozostate narzady naszego ciata. Poznanie mechanizméw
starzenia si¢ pozwala nam zrozumie¢, w jaki sposob musimy zapobiegaé i przeciwdziataé
temu procesowi. Jest to proces wieloczynnikowy, regulowany przez czynniki genetyczne, jak
1 Srodowiskowe. Za proces ten odpowiada zespot gendw warunkujacy podziaty komoérkowe,
procesy naprawy antyoksydacyjnej i DNA oraz obronny immunologicznej [9,10].

Gléwnym objawem starzenia skory sa zmarszczki, ktore moga pojawié si¢ na twarzy,
szyi, dekolcie oraz na dtoniach. Mozna je podzieli¢ na powierzchniowe i glgbokie. Pierwsze z
nich si¢gaja nie glebiej niz 0,05 mm, natomiast drugie sa glgbsze niz 0,05 mm. Innymi
skutkami starzenia si¢ skory sa: sucho$¢, blados¢, przebarwienia oraz utrata jedrnosci. W
naskorku zachodza nieodwracalne zmiany. Warstwa ziarnista 1 kolczysta (rys. 1) zanikaja,
przez co naskorek staje si¢ cienki. Warstwa rozrodcza sptaszcza si¢ z powodu zmniejszenia
aktywnosci podzialowej jej komorek. Pogarsza si¢ tacznos¢ naskorka ze skorg wiasciwg co
powoduje zmniejszenie wydajnosci wymiany substancji odzywczych. W skorze wiasciwej
zmniejsza si¢ aktywno$¢ i synteza fibroblastow, ktére odpowiedzialne sa za produkcje
kolagenu i elastyny, skora traci elastyczno$¢ i powstaja zmarszczki. Z wiekiem produkcja
kolagenu spada. Ze wzgledu na stabg aktywno$¢ syntezy wiokien, zmienia si¢ sieciowanie
nowych widkien podporowych. Wiokna te robig si¢ sztywne, twarde, nierdwne oraz
chaotycznie rozmieszczone. U starszych osob dochodzi nawet do zmian grubo$ci $cian
naczyn. Z biegiem czasu zmniejsza si¢ liczba gruczolow tojowych, co powoduje spadek
ochrony bariery skornej. W warstwie rogowej wystepuja ceramidy, ktore nalezg do grupy
lipidow naturalnych istniejagcych w skorze. Pelnig one role cementu migedzykomorkowego,
tym samym zapobiegajac utracie wody z organizmu oraz chronigc skore przed szkodliwymi
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czynnikami. Powyzej 40 roku zycia ceramidy przestajg by¢ produkowane co powoduje
zwickszenie utraty wody oraz przesuszenie skory [8,11].

2.3.2. Przyczyny starzenia si¢ skory

Na starzenie si¢ skory ma wptyw wiele czynnikow, ktére powodujg zmiany w jej
strukturze, wygladzie oraz wydajnosci pelnionych przez nig funkcji [12,13].
Czynniki powodujace starzenie dzielimy na [8,11-16]:

= endogenne (mechanizmy wrodzone):
e wiek (starzenie chronologiczne),
e hormony (starzenie menopauzalne),
e mimika (miostarzenie),
e odktadanie si¢ w organizmie szkodliwych toksyn,
e szkodliwe dziatanie wolnych rodnikéw,
e oslabienie dziatania uktadu immunologicznego,
e genetyczne.

= egzogenne (zachodzace pod wptywem $rodowiska zewnetrznego):
e nadmierna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (fotostarzenie),
e dym papierosowy (,,skora palacza”),
e zanieczyszczenia Srodowiska,
e Kklimat,
e nichigieniczny tryb Zycia i niewtasciwy sposob pielegnacji skory,

e zla dieta,
e stres,
o infekcje.

2.3.3. Teorie starzenia si¢ skory

Wyr6zniamy wiele teorii wyjasniajacych zrodia i przyczyny starzenia sig¢ organizmu:
genowa, organicznej liczby podziatow, zaburzen biatkowych, blonowa (membranows) i teorig
mitochondrialng [17-19].

= Teoria genowa

Teoria genowa zaklada, Zze maksymalny czas zycia gatunku ludzkiego przy
odpowiednim dbaniu o kondycj¢ organizmu powinien wynosi¢ ok. 120 lat. W badaniach
przeprowadzonych przez Gilhara 1 wsp. [17] zamrozono na 30 lat ludzkie fibroblasty, ktore
nastgpnie odmrazano po okreslonych interwatach czasowych. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, ze komoérki te cechuja si¢ nie tylko pamigciag
wyznaczonego im programu zyciowego, ale takze okre§lonym w kazdej z nich terminem
konca zycia. Starzenie zalezy od wielu zmian zachodzacych we wnetrzu komorek ludzkiego
organizmu. Zjawisko ,,pamig¢ci komorkowej” powoduje opdznienie produkowania przez
komorki skéry nowych wiokien podporowych 1 zmniejszenie zdolno$ci regeneracyjnych
naskorka. Zmniejszeniu ulega ekspresja genow, ktore sg odpowiedzialne za proliferacje, co
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powoduje, ze w starzejacej si¢ skorze hamowane sg procesy wzrostu, a zaczynajg dominowac
procesy zanikowe [17,18-20]. Teoria genetyczna zaklada, ze zrodtem zakodowanych
informacji jest DNA jadrzastych komorek skory. W tym samym miejscu umiejscowione sg
geny odpowiadajace za tempo i charakter starzenia si¢. Istotng role w procesie starzenia
odgrywa endogenne uszkodzenie jadrowego DNA [21-23]. Powstaje ono na skutek tlenowego
metabolizmu komorkowego, ktory prowadzi do utworzenia wolnych rodnikow,
odpowiedzialnych za uszkadzanie struktur komorkowych, przede wszystkim biatek i
materiatléw genetycznych [24].

W dzisiejszych czasach zidentyfikowano okoto 100 genow, ktére prawdopodobnie
odpowiadajg za procesy starzenia si¢ skory. Dzielimy je na [19,24-26]:

= geny odpowiedzialne za odpowiedzi na stres:
e geny chronigce przed procesami oksydacyjnymi (SOD2),
e geny powodujace naprawe¢ DNA (geny kodujace enzym typu helikaza DNA),
e geny odpowiadajace za niszczenie komérek nowotworowych (np. biatko p53),
= geny zwigzane z regulacja substancji energetycznych (metabolizm insuliny, regulacja
wzrostu),
= geny odpowiedzialne za podzial komoérkowy (telomerazy).

Stwierdzono, ze oksydacyjne uszkodzenia DNA przyspieszaja proces starzenia [19,24-26].
» Teoria ograniczonej liczby podzialéw komérki - teoria Hayflicka

Jedna z teorii zajmujaca si¢ uszkodzeniem genoéw stwierdza, ze wraz z uptywem czasu
zmniejsza si¢ aktywnos¢ telomerazy - enzymu, ktory odpowiada za replikacje chromosomow.
Wigkszos¢ komoérek cztowieka traci sekwencje telomerowe po kazdym podziale
komorkowym. Hayflick okreslit limit podziatlow prawidtowych komorek w hodowli in vitro
[27-29]. Prawidtowe fibroblasty dzielg si¢ kilkadziesigt razy w warunkach in vitro, nastepnie
obumieraja. Liczba podziatéw komorek uzalezniona jest od ich wieku. Komoérki osoby miodej
dzielg si¢ wiekszg liczbe razy w poréwnaniu z komorkami osoby dorostej. Limit Hayflicka
okoto 50-60 podziatéw komorki jest wyznacznikiem wieku 1 starzenia si¢ komorki [27]. W
kolejnych podziatach dochodzi do skracania telomerow 1 w koncu do programowej $mierci
komorki. Hodowane in vitro komorki somatyczne pobrane od matego dziecka dzielg sie
wieksza 1los¢ razy niz komorki oséb dorostych [30]. Dlugos$¢ telomerdw zmniejsza si¢ z
wiekiem dawcy i z liczbg podzialdw komorek [31].

Zanikanie telomerazy skutkuje utrata waznych do zycia komorek informacji, ktére z
biegiem czasu ulegaja obumarciu. Skracanie telomeréw uznaje si¢ za ,,wewngtrzny
kalendarz”, ktoéry mierzy okres funkcjonowania oraz zycia komorek. Stwierdza sig, ze
czynnik dziedziczny jest w 30% odpowiedzialny za starzenie si¢ organizmu [32-34]. Wybrane
preparaty kosmetyczne, np. Telomeric Dr Ireny Eris, maja za zadanie wptynaé na poziom
telomerazy w skorze.
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= Teoria zaburzen bialkowych

Bezposredni zwigzek z procesem starzenia si¢ organizmu ma proces uposledzenia
syntezy biatka. Synteza ta maleje wraz z wiekiem o ok. 20 - 80% i powoduje uposledzenie
funkcji organizmu. [35-36]. Homeostaza naskorka regulowana jest przez procesy apoptozy
oraz koncowego roznicowania. Apoptoza jest aktywnym procesem $mierci komorki zwanym
genetycznie zaprogramowanym samobdjstwem. Dzigki temu mechanizmowi z organizmu
usuwane s3 zuzyte lub uszkodzone komorki. Przekazanie sygnalu odbywa si¢ droga zewnatrz-
lub wewnatrzpochodng. Sygnal pochodzenia zewnatrzkomorkowego jest przekazywany na
receptory $mierci zlokalizowane na btonie komoérkowej. Odnaleziono przynajmniej osiem
biatek nalezacych do rodziny receptoréw s$mierci. Zaliczamy do nich nast¢pujace rodziny
biatek: p75NTR, rodzina receptora czynnika martwicy nowotworow (TNFR1) 1 receptor
$mierci 3 (DR3), rodzina receptora CD95 (CD95/FAS) oraz rodzina receptora dla liganda
powiazanego z czynnikiem martwicy nowotworéw, wywotujacego apoptozg (TNF - related
apoptosis - inducing ligand receptor; TRAIL. Droga wewnatrzpochodna - sygnat o
programowanej $mierci komorki pochodzi od biatkowych czynnikow wewnatrzkomorkowych
niezwigzanych z receptorami btony komorkowej, natomiast zwigzanych z mitochondriami.
Promieniowanie, wolne rodniki, toksyny czy wirusy moga uszkodzi¢ komérkowe DNA,
aktywowac¢ apoptoz¢ na drodze wewnatrzpochodnej. W wyniku uszkodzenia DNA obok
uruchomienia  mechanizméw  naprawczych  dochodzi  réwniez do  ekspresji
cytoplazmatycznych biatek proapoptotycznych, ktére wbudowuja si¢ w wewngtrzng blong
mitochondrialng [37,38].

= Teoria blonowa (membranowa)

Profesor Imre Zs - Nagy [39] z Uniwersytetu w Debreczynie na Wegrzech
zaproponowat kolejng teorie, ktora zaktada, ze wraz z poglgbieniem si¢ procesu starzenia si¢
organizmu zmienia si¢ sklad blon komoérkowych. Zwieksza si¢ zawartos¢ lipidow kosztem
wody. Powoduje to utrudnienie transportu substancji przez btong. Zmiany, ktore towarzysza
procesowi starzenia si¢ odpowiedzialne sa za wzrost lepkoSci oraz sztywno$ci bton
komorkowych [40,41].

= Teoria mitochondrialna

Zgodnie z teoria mitochondrialng $mier¢ komorek wiaze si¢ z zaburzeniami
wystepujacymi w obrebie mitochondriow. Wraz z uplywem czasu maleje ich liczba oraz
aktywnos¢, co prowadzi do zmniejszenia produkcji adenozynotrifosforanu (ATP). W zwigzku
z tym, ze zwigksza si¢ liczba uszkodzen, ktore nie podlegaja systemowi naprawy, nastepuje
spadek liczby ATP, jak i zmniejszenie zdolno$ci regeneracyjnych komorek [42-43]. Duze
znaczenie dla tempa tego procesu ma odzywianie organizmu, dlatego wazna jest
zbilansowana, odpowiednia niskokaloryczna dieta, ktora zawiera mniej niz potowg wskazanej
dawki energii. Nadmierna ilo$¢ pozywienia nasila procesy lipoperoksydacji 1 glukozylacji
powodujace powstawanie wolnych rodnikow, ktore uszkadzaja zaré6wno btony komorkowe,
jak rowniez materiat genetyczny komorki [24].
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2.4. Fotostarzenie

Fotostarzenie - starzenie si¢ skory pod wptywem $wiatta, mozna traktowac jako proces
stopniowego bliznowacenia, ktory jest nasilany przez inne czynniki §rodowiskowe, takie jak
[44,45]:

e palenie tytoniu,

e zanieczyszczenie powietrza,
e brak snu,

e niewlasciwa dieta,

e czynniki hormonalne,

e choroby.

Korzystne, jak i niekorzystne efekty dzialania stonca na organizm cztowieka wigza si¢ z
emitowaniem promieniowania elektromagnetycznego. W jego sktad wchodzi promieniowanie
podczerwone o dlugosci fali > 800 nm, $wiatlo widzialne w zakresie 400-800 nm i
promieniowanie ultrafioletowe (UV), ktore sktada si¢ z 3 zakresow fal, tj. UVC, UVB i UVA.
Promieniowanie UVC o dtugosci fali 100-290 nm w warunkach standardowych nie dociera
do powierzchni Ziemi, jest prawie w calo$ci pochlaniane przez warstwe ozonowa atmosfery.
Uszkadza rogdéwke, posiada dzialanie bakteriobdjcze 1 rumieniotwodrcze. Promieniowanie
UVB o dtugosci fali 290-320 nm powoduje oparzenia skory, natomiast promieniowanie UVA
w zakresie 320-400 nm jest odpowiedzialne za przebarwienia natychmiastowe i reakcje
opoznione. Wyrdzniamy dwa zakresy UVA: UVAI (340-400 nm) i UVA2 (320-340 nm).
Majg one dziatanie barwnikowe i rumieniotwércze. Okolo 90-95% promieniowania
stonecznego docierajagcego do powierzchni Ziemi to promieniowanic UVA [45-47].
Promieniowanie UVA w 50% przenika do warstwy siateczkowej i brodawkowatej skory
wlasciwej, natomiast UVB jest zatrzymywane w 90% przez warstwg rogowa naskorka
[45,46]. W tabeli 1 przedstawiono gtgbokosci wnikania poszczegdlnych promieniowan UV do
réznych warstw skory [48]. Skutki biologiczne oddzialywania promieniowania UV na skore
uzaleznione s3 od jego natezenia i dtugos$ci fali. Charakteryzuja si¢ reakcjami wczesnymi w
postaci rumienia, oparzenia slonecznego oraz reakcjami odleglymi, ktore zwigzane sa z
uszkodzeniem skéry na poziomie molekularnym 1 biologicznym, w sklad ktérych wchodza
zaburzenia pigmentacji, rozwdj zmian przedrakowych i nowotworow [48]. Promieniowanie
UVA wzmacnia w obrebie naskdrka dziatania promieni UVB, co powoduje uszkodzenie
tkanki tacznej [45,46]. W skoérze wiasciwej dochodzi do uposledzenia mikrokrazenia i
zaburzen angiogenezy oraz pofragmentowania wtokien sprezystych.
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Tab. 1. Glebokos¢ przenikania promieniowania UV przez skorg [48].

Rodzaje promieniowania

320-400 nm

UVB
290-320 nm

UVA

naskorek

glebokosé

przenikania skora whasciwa

tkanka podskorna

l

Docierajace do powierzchni skoéry promieniowanie S$wietlne wywiera zarowno
pozytywne jak i negatywne skutki. Jego zaletg jest udzial w syntezie witaminy Dsg,

pobudzanie melanocytow do produkcji
powodujacych lepsze samopoczucie
dermatologicznych, np. bielactwa [48].

melaniny,
oraz pomoc w

zwickszenie produkcji endorfin,

leczeniu niektérych chorob

Zmiany histopatologiczne i kliniczne pojawiajace si¢ pod wpltywem promieniowania UV

przedstawiono w tabeli 2 [48].

Tab. 2. Cechy histologiczne i kliniczne procesu fotostarzenia skory [48].

Cechy histologiczne

Cechy kliniczne

pogrubiata warstwa rogowa wskutek degradacji
desmosomow, tworzenie si¢ mikroszczelin i
konglomeratow komorek czesciowo oderwanych

naskorek pogrubiaty, suchy, tuszczacy sig,
szorstki

uszkodzenia DNA, keratynocytow, apoptoza,
dysplazja

rogowacenie stoneczne, nowotwory
podstawnokomadrkowe i kolczystokomorkowe,
czerniak

uszkodzenie melanocytow - zwigkszenie ich
liczby, hiperplazja, dysplazja, proliferacja

przebarwienia, piegi, plamy soczewicowate,
stoneczne, gwiezdziste blizny rzekome, plamy
odbarwione

naskorkowe inkluzyjne cysty

prosaki postoneczne

przerost gruczotow tojowych

zoltawe guzki, szorstkie zgrubienia skory,
rozszerzone ujscia z wydobywajaca sie
wydzieling fojowa

mieszkowa hiperkeratoza

zaskorniki stoneczne

pogrubienie wiokien elastycznych i nietad,
zjawisko elastozy, zwyrodnienie wiokien
kolagenowych, zmniejszenie ilosci kolagenu typu
I, nacieki limfohistiocytarne z neutrofilow,
makrofagow oraz mastocytow, zwigkszenie
liczby glikozaminoglikané6w macierzystych skory
wlasciwej

pogrubienie skory, glebokie zmarszczki i bruzdy,
obwistos¢ skory, zapalenie skory po
nastonecznieniu

teleangiektatyczne naczynia, pogrubienie $cian
naczyn krwionosnych w skorze

teleangiektazje

2.4.1. Fotoprotekcja

Odpowiednia ochrona skory przed szkodliwym wptywem promieniowania stonecznego
powinna trwac przez cate zycie. Powinno si¢ korzystac z kapieli stonecznych z umiarem oraz
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uzywa¢ odpowiednich filtréw stonecznych z dostosowang do typu skory ochrong UVA i
UVB. Umozliwia to zmniejszenie ryzyka rozwoju rogowacenia naskorka oraz zachorowan na
nowotwory skory. Wyrdzniamy fotoprotekcje naturalng i sztuczng, tzw. zewngtrzng.

Do fotoprotekcji sztucznej zalicza sig¢ filtry, ktére mozemy podzieli¢ na dwie grupy [48]:

o filtry fizyczne (mineralne, barwnikowe) - odbijaja i rozpraszajg promieniowanie UV
np. tlenek tytanu (IV), tlenek cynku, zelaza (111) oraz talk,

e filtry chemiczne (organiczne) - absorbuja i rozpraszaja promieniowanie UV,
zwlaszcza UVB, np. kwas p-aminobenzoesowy, salicylowy, p-metylocynamonowy
oraz kamfora.

Nowoczesne formulacje kosmetyczne zawieraja w swoim sktadzie zarowno filtry
fizyczne, jak i chemiczne. Stopien ochronnego dziatania preparatu okreslany jest przy uzyciu
mi¢dzynarodowego wskaznika SPF (ang. sun protective factor), ktory warunkuje stopien
ochrony przed dzialaniem promieni rumieniotworczych. Naturalnym mechanizmem obrony
organizmu cztowieka przed szkodliwym promieniowaniem UV jest wytwarzanie barwnika
zwanego melaning. Jest ona produkowana w melanocytach, tworzy skupiska zwane
melanosomami. Melanocyty umieszczone sg w warstwie podstawnej naskorka. Melanina jest
zwigzkiem absorbujacym promieniowanie UVB, UVA oraz w pasmie $wiatta widzialnego.
Zgromadzona jest w komorce docelowej miedzy jadrem a powierzchnig zwrocong do $wiatla.
Dzigki temu chroni DNA przed uszkodzeniami $wietlnymi. Wyr6zniamy inne mechanizmy
chronigce skore przed promieniowaniem UV: komorki warstwy rogowej naskorka odbijajace
cze$S¢ Swiatla i absorbujace Swiatto stoneczne w catym spektrum, oraz kwas transurokainowy
znajdujacy sie w naskorku 1 pocie [49].

Najwazniejsza metoda przeciwdziatania skutkom promieniowania stonecznego jest
stosowanie kremow przeciwstonecznych. Uzywanie kremow zapobiega pojawieniu si¢ zmian
w  obrebie skory  wlasciwej oraz  zmniejsza = wystgpowanie = nowotworow
podstawnokomorkowych i kolczystokomorkowych, rogowacenia stonecznego [47-55].

2.5. Reaktywne formy tlenu oraz wolne rodniki

W wyniku fotoutleniania, stresu fizjologicznego, jak roéwniez dzialania systemu
odpornosci, organizm ludzki moze wygenerowacé szkodliwe formy tlenu. Zaliczy¢ do nich
mozna bardziej reaktywne niz tlen czasteczkowy: nadtlenki organiczne i nieorganiczne, tlen
singletowy oraz wolne rodniki, ktore sg zwigzkami posiadajacymi niesparowane elektrony
[56-62]. Tlen singletowy jest stanem wzbudzonym tlenu czasteczkowego. Powstaje podczas
zwyktych procesow biologicznych, ktore zachodza w organizmach. Jego cecha
charakterystyczng jest dlugi czas zycia oraz wysoka reaktywnos$¢. Aby z powrotem przeszedt
on do stanu podstawowego, nadmiar swojej energii musi przekaza¢ innej czgsteczce, na
przyktad przeciwutleniacza (antyoksydantu). Proces taki nazywany jest wygaszaniem [63,64].

Rodniki nadtlenkowe zostaja wygenerowane w wyniku przejecia elektronu z tlenu
trypletowego (rys. 3). Moga z nich powsta¢ kolejne niebezpieczne czasteczki, takie jak:
anionorodnik ponadtlenkowy O, oraz produkty jego przemiany: rodnik hydroksylowy OH:,
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nadtlenek diwodoru H,O,. Atakuja one biatka, kwasy nukleinowe oraz kwasy tluszczowe
prowadzac do ich uszkodzen [62-65].
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Rys. 3. Powstawanie roznych reaktywnych form tlenu (ROS) na drodze redukcji stanu
trypletowego [66].

Do czynnikéw zewnetrznych wywotujacych stres oksydacyjny (powstawanie ROS -
reaktywnych form tlenu, ang. reactive oxygen species) naleza [67]:

e promieniowanie jonizujace,

e promieniowanie UV,

e ultradzwieki,

e oddziatywanie ksenobiotykdéw (substancji obcych).

W tkankach roslinnych zaobserwowa¢ mozna tzw. ,fale tlenowe” w wyniku stresow
srodowiskowych (czynnikow uprawowych), takich jak [68]:

e stres wodny (susza lub zalanie),

e stres zasolenia,

e stres niskiej temperatury (warunki chtodne lub mro6z),
e Swiatlo,

e oddziatywanie metali cigzkich,

e mechaniczne uszkodzenia,

e stosowanie pestycydow,

e inwazja patogenow.

a takze czynniki pozbiorcze (po zebraniu materialu ro§linnego) [69]:
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e warunki zbioru,
e przechowywanie,
e wstepna obrobka.

Reaktywne formy tlenu reaguja ze sktadnikami organizméw zywych, co sprzyja
groznym konsekwencjom. Szczeg6lnie niebezpieczne sg reakcje aktywnych form tlenu z
biatkami, btonami lipidowo-biatkowymi i kwasami nukleinowymi. Tkanki roslinne posiadajg
dobrze dziatajacy system obrony przed aktywnymi formami tlenu, ktére polegaja na dziataniu
enzyméw neutralizujagcych ROS (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza) oraz na
interakcji z antyoksydantami. Enzym dysmutaza ponadtlenkowa, ktora znajduje si¢ w
cytoplazmie, mitochondriach i1 chloroplastach przeksztalca w reakcji dysproporcjonowania,
anionorodnik ponadtlenkowy w czasteczke nadtlenku wodoru [70].

Wolne rodniki sg to struktury, posiadajace niesparowany elektron. Tak jak tlen
singletowy charakteryzuja si¢ wysoka reaktywnoscig elektrondw oraz zdolnos$cig do reakcji z
innymi rodnikami [71-78]. Wolne rodniki dzielg si¢ na [79-81]:

%+ reaktywne formy tlenu (ROS):
e anionorodnik ponadtlenkowy (O,"),
¢ rodnik wodoronadtlenkowy (HO;"),
e rodnik hydroksylowy (OH®),
e rodnik peroksylowy (RO;"),

% reaktywne formy azotu (RNS - ang. reactive nitrogen species):
e anion nadtlenoazotanu (I1I) (ONOO"),
e rodnik tlenku azotu (1) (NO®),

%+ reaktywne formy siarki:
e rodnik tiolowy (RS"),
e rodniki oksysiarkowe, (RSO® (sulfinylowy), RSO," (sulfonylowy), RSOO®
(ponadtlenkowy tiolowy), RSO,00° (ponadtlenkowy sulfonylowy)),
e rodnik ditlenku siarki (SO;") [79-81].

Dodatkowo do reaktywnych form tlenu zaliczamy [81]:
¢ nadtlenek wodoru (H,0,),
e tlen singletowy (*O,),
e 0zon (O3).

Aby zapetni¢ swoje niedobory, wolne rodniki odbierajg brakujace elektrony od innych
czasteczek, np. kwasoéw thuszczowych, biatek oraz protein, dzigki czemu staja sie stabilne.
Zostaja utworzone nowe rodniki, ktore atakujg nastepne czasteczki. W ten sposodb dochodzi
do reakcji, ktére skutkujg uszkadzaniem gtownych sktadnikoéw komorkowych, prowadzac do
np. rozpadu biatek, lipidow oraz struktur DNA [81,82]. W tabeli 3 przedstawiono wtasciwosci
i reaktywno$¢ aktywnych form tlenu: O,"", HO,® [77].
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Tab. 3. Wiasnosci i reaktywno$¢ wybranych aktywnych form tlenu [77].

0, HO,’

reaktywnos$é dos¢ duza stabilny
reaktywnos¢ z anionami trudna fatwa
przechodzenie przez blony trudno fatwo
inicjacja peroksydacji lipidow nie zachodzi tatwa

Zrédtem wolnych rodnikéw sa réwniez czynniki wynikajace ze stylu zycia. Do

najwazniejszych czynnikow egzogennych zalicza si¢ [82,83]:

e palenie papieroséw,

e picie alkoholu,

e przyjmowanie roznych lekow,

e infekcje,

e czynniki zywieniowe (niedobdr antyoksydantow),

e spozywanie zanieczyszczonej Zywnosci,

e promieniowanie radiacyjne,

e S$wiatlo ultrafioletowe,

e substancje zanieczyszczajace srodowisko (np. Oz, NO3, SOy),

e cig¢zka praca fizyczna.

2.5.1. Skutki dzialania reaktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikow

W medycynie bardzo duze zainteresowanie wzbudzaja zaréwno reaktywne formy
tlenu jak rowniez rodniki wielonasyconych kwasow tluszczowych. Najbardziej istotnymi
grupami czgsteczek, ktore zostaja uszkodzone przez ROS sa biatka, DNA oraz lipidy. W
przypadku bialek, ROS utleniaja m. in. reszty aminokwasowe lub grupy prostetyczne (np.
centra Fe-S, grupy hemowe). Uszkodzenia DNA wplywaja na uszkodzenia zasad azotowych,
reszt cukrowych oraz pekanie nici [78]. Za negatywne zmiany lipidow odpowiedzialny jest
proces peroksydacji lipidow. Mozemy wyrdézni¢ trzy mechanizmy peroksydacji lipidow:
wolnorodnikowy, enzymatyczny oraz niezalezny od wyzej wymienionych [79]. W
mechanizmie pierwszym i trzecim biorg udziat ROS: OH®, HO,;*, RO,", za§ w reakgcji
niezaleznej od enzyméw i rodnikow polegajacej na utlenianiu lipidow przez 'O, i O,
powstaja ROOH oraz cykliczne nadtlenki [79].

Dziatanie ROS w komorce nie musi cechowac si¢ tylko negatywnymi efektami [80].
Wystgpowanie w stezeniu fizjologicznym, moze odgrywa¢ wazng role¢ w prawidlowym
funkcjonowaniu komorek (rys. 4) [83]. ROS bierze udzial w wielu reakcjach metabolicznych:
inaktywacji wirusow 1 bakterii, regulowaniu wzrostu komorek, sygnalizacji migdzy- i
wewnatrzkomorkowej, tworzeniu hormonoéw tkankowych w postaci prostacyklin,
tromboksandw 1 leukotrienow 2z wielonasyconych kwasoéw thuszczowych, aktywacji
cytochromu P450 oraz wielu genéw [73]. Reaktywne formy tlenu wptywaja rowniez na
czynnik rozkurczowy pochodzenia srédbtonkowego (EDRF - ang. endothelium - derived
relaxing factor). Charakteryzuja si¢ dzialaniem rozszerzajacym lub obkurczajagcym na $ciany
naczynh krwiono$nych. Powoduja rowniez zwigkszenie przepuszczalno$ci $cian naczyn
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wlosowatych, stymulujg transport glukozy do komorek, regulujg synteze prostanoidow w
procesie oksygenacji i lipooksygenacji [83]. W organizmach ludzkich istotne jest
utrzymywanie odpowiedniej homeostazy pro oksydacyjno - antyoksydacyjnej [83].

Uszkodzenia
DNA /bialek/
lipidow

Przeciwutelniacz, Homeostaza

dziatanie zelaza
przecizapalne

Regulacja
wzrostu
komorek,

metabolizm

Rys. 4. Sciezki sygnalizacji komorkowej regulowane przez ROS [81].

Lista schorzen spowodowanych dzialaniem wolnych rodnikow zostata przedstawiona
w tabeli 4.
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Tab. 4. Schorzenia i uszkodzenia zwigzane z niekorzystnym dziataniem aktywnych form tlenu
[80,81].

Schorzenia i uszkodzenia zwigzane z niekorzystnym dziataniem aktywnych form
tlenu
miazdzyca (niedokrwienie, zawat, udar mozgu, zaburzenia rytmu serca),
nadcisnienie, arterioskleroza
procesy karcynogenne
cukrzyca z uszkodzeniami wystepujacymi w jej nastepstwie, zaburzenia w
przemianie thuszczow
schorzenia neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, Parkinsona, stwardnienie
rozsiane, niewydolno$¢ mozgu z ostabieniem pamieci i zdolnos$ci do
koncentracji, ogolny stan wyczerpania)
reumatoidalne zapalenie stawow, artroza
choroby uktadu pokarmowego (chroniczny stan zapalny trzustki, toksyczne i
zapalne schorzenia watroby, niezyt zotadka, wrzody zotadka i dwunastnicy,
choroba Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego
infekcje (wirusowe, grzybice, AIDS, malaria,) i stany zapalne
alergie
schorzenia autoimmunologiczne
schorzenia phuc i uktadu oddechowego (chroniczne zapalenie oskrzeli i wtokniste
schorzenia, schorzenia tkanki ptucnej, astma)
przyspieszanie procesOw starzenia si¢ (toczen rumieniowy, za¢ma, demencja
starcza), zewngtrzne objawy starzenia si¢ skory (sucha skora, zwiotczala, spadek
jedrnosci i elastycznosci)
uszkodzenia mig$ni wskutek intensywnego wysitku fizycznego
za¢ma, zwyrodnienie plamki zottej
choroby skorne (tuszezyca, egzemy, uszkodzenia wtokien kolagenowych i
elastylowych)
uszkodzenia biatka i DNA (zmiany w strukturze kodu genetycznego- mutacja
komorek)

2.6. Antyoksydanty

Organizm czlowieka dysponuje naturalnymi mechanizmami obronnymi, ktore maja za
zadanie neutralizacj¢ szkodliwego dziatania reaktywnych form tlenu. Jedng z najwazniejszych
r6l w zmniejszaniu uszkodzen oksydacyjnych w ludzkim organizmie spetniajg antyutleniacze
(przeciwutleniacze). Antyutleniacze sg to zwiazki, ktore przy bardzo niskim stezeniu w
poréwnaniu do utlenianego substratu op6zniaja lub zapobiegaja jego utlenieniu [82, 83].

2.6.1. Podzial antyoksydantéow

Antyoksydanty mozemy podzieli¢ na dwie grupy zwigzkow. Do pierwszej grupy
mozemy zaliczy¢ przeciwutleniacze, ktore przerywaja reakcje rodnikowe przez przekazanie
rodnikom atoméw wodoru lub elektrondéw, co prowadzi do powstania zwigzkow o wigkszej
stabilnosci. Do takich zwigzkow zaliczamy: fenole (galusany), hydrochinony,
trihydroksybutyrofenony i tokoferole. Do drugiej grupy zakwalifikowane zostaly substancje,
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ktore przejawiaja charakter synergistyczny. Wychwytuja tlen oraz chelatujg jony biorgce
udzial w tworzeniu si¢ rodnikow. Ich aktywno$¢ polega na przekazywaniu wodoru do
fenoksyrodnikéw, dzigki czemu przywracana jest im  pierwotna  aktywno$¢
przeciwutleniajagca. Do tej grupy mozemy zaliczy¢ substancje wychwytujace tlen: kwas
askorbinowy, palmitynian askorbylu, zwiazki chelatujace metale, aminokwasy, flawonoidy,
witaming A, karotenoidy i wiele innych [82].

2.6.2. Mechanizm dzialania antyoksydantow

Antyoksydanty moga dziata¢ jako [82,84-86]:

e substancje zapobiegawcze - dzieki inhibicji reakcji utleniania wolnych rodnikow oraz
tworzenia wolnych rodnikow kwasow ttuszczowych,

e zwiagzki zrywajace tancuchy - zapobiegajg kaskadzie reakcji samoutleniania,

e wygaszacze tlenu singletowego,

e substancje synergistyczne (z innymi antyutleniaczami),

e reduktory - zamieniajac wodoronadtlenki w stabilne czasteczki,

e zwiazki chelatujace metale - przeksztalcajace prooksydanty metali (zwigzki promujace
lub powodujace utlenienie), np. pochodne Zelaza i miedzi, w stabilne produkty,

e inhibitory enzymo6w bedacych prooksydantami, np. lipooksygenazy.

2.6.3. Karotenoidy jako antyoksydanty

Karotenoidy zaliczane s3 do antyoksydantéw prewencyjnych oraz interwencyjnych
[87,88]. Karotenoidy wplywaja na procesy utleniania przez rodniki na drodze dwoch
mechanizmoéw [89,90]:

e redukcji, jak w przypadku wiekszosci ROS (rodnikéw: hydroksylowych,

alkoksylowych, nadtlenkow lipidow 1 fenoksylowych), ktére s3 wymiatane przez
B-karoten,

e utleniania, tak jak w przypadku anionu nadtlenkowego, sa skutecznie wygaszane

przez astaksantyng.

Karotenoidy rozpatrywane sg jako potencjalne elektronoakceptory [90]:
Car+ 0O, — Car” + 0,

lub elektronodonory w warunkach stresu oksydacyjnego [90]:
Car + O," — Car™" + 0%

Jako antyoksydanty, karotenoidy moga dziata¢ na trzy r6zne sposoby [91-93]:

e transfer elektronéw (ang. electron transfer, ET), powstaje kationorodnik
karotenoidowy (np. reakcja z NO,"™):
Car + ROO*—»Car*" + 00~

Kationorodnik karotenoidowy jest niereaktywny w odpowiednich warunkach
biologicznych, nie oddziatuje z tlenem czasteczkowym, ulega reakcji dysmutacji, w
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wyniku ktorej powstaje kation karotenoidowy na drugim stopniu utlenienia oraz
odtwarza si¢ czasteczka karotenoidu [90]:

2 Car”* — Car + Car**

e addycja, w wyniku ktorej powstaje addukt rodnikowy (ang. radical adduct formation,
RAF) (np. reakcja z RS"):
Car + ROO*— [ROO:---Car]*

Nastepuje addycja wolnego rodnika do nienasyconego tancucha karotenoidu, tworzy
si¢ struktura stabilna rezonansowo, charakteryzujaca si¢ brakiem reaktywnos$ci wobec
tlenu.

e przeniesienie atomu wodoru na rodnik (ang. hydrogen atom transfer, HAT), np.
reakcja z *OH):
Car(H) + ROO*-> Car® + ROOH [94-96].

Zdolno$¢ karotenoidow do zmiatania ROS wynika z redukcji anionorodnika
ponadtlenkowego oraz wytworzenia anionorodnika karotenoidow tlenu czasteczkowego.
Aktywno$¢ karotenoidow polega w duzej mierze na zapobieganiu utleniania frakcji
lipoprotein o niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein, LDL), w tym cholesterolu i
obnizeniu poziomu cholesterolu. Zahamowanie procesu utleniania frakcji LDL znacznie
ogranicza choroby uktadu krwionos$nego (ang. cardiovascular disease, CVD). W badaniach
epidemiologicznych stwierdzono zwigzek miedzy spozyciem $wiezych owocow, a
zmniejszeniem si¢ ryzyka choroby wiencowej. Do najbardziej aktywnych przeciwutleniaczy,
ktore zapobiegaja utlenianiu frakcji LDL naleza: likopen, luteina, 3-karoten, kryptoksantyna i
zeaksantyna [97]. Karotenoidy charakteryzuja si¢ dziataniem antymutagennym i
przeciwnowotworowym, szczegllnie dotyczy to raka pluc. Karotenoidy wplywaja na
opodznienie starzenia si¢ naszego organizmu [98-101].

2.7. Karotenoidy

Karotenoidy sa jednym z najbardziej rozpowszechnionych barwnikéw wystepujacych
w przyrodzie. Nadajg barwe od zottej do czerwonej zarowno roslinom, jak i zwierz¢tom [102-
105]. Pod wzgledem struktury chemicznej sa weglowodorami. Syntetyzowane sg przez
ro$liny, glony, grzyby oraz niektore mikroorganizmy. Dotychczas zidentyfikowano ponad
700 karotenoidow wystepujacych w roslinach, z czego 60 z nich wyst¢puje w codziennej
diecie, 20 mozna wykry¢ rowniez we krwi [102,106,107]. Dziesie¢ procent wykazuje
aktywnos¢ jako prowitamina A [108-112].

Karotenoidy gromadzg si¢ gléwnie, obok chlorofilu, w chloroplastach zielonych czesci
ro$lin oraz w chromoplastach kwiatow, owocow, nasion i niekiedy korzeni. Odpowiedzialne
sg za jesienne zabarwienie li§ci drzew, kiedy to zanika chlorofil i nastgpuje zmiana barwy z
zielonej, zottej, pomaranczowej i czerwonej do brunatnej [109-111]. Karotenoidy chronig
todygi oraz liScie przed szkodliwym dzialaniem promieniowania UV, ktore przyczynia si¢ do
produkcji wolnych rodnikéw [112]. Wystepuja w najwigkszych ilosciach w marchwi,
papryce, pomidorach, brokutach, szpinaku, arbuzie, brzoskwiniach, algach, bananach, dzikiej
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rozy, dyni. Sg rowniez barwnikiem wystepujacym w upierzeniu flamingéw, mi¢$niach tososia
i innych ryb, homarach, czy tez w krewetkach. Zwierzeta nie potrafia same syntetyzowaé
karotenoidow. Sa one dostarczane do organizmoéw wraz z pokarmem. Skutkiem
nagromadzenia si¢ barwnikdw karotenoidowych u zwierzat jest wystepowanie
charakterystycznych barw, przede wszystkim u organizméw morskich, ptakow oraz owadoéw
[99]. W organizmach zywych karotenoidy zgromadzone sg glownie w watrobie, gdzie w
wyniku procesOw enzymatycznych nastepuje ich symetryczny rozpad do struktur
sktadajacych si¢ z 20 atomoéw wegla. Z tak powstalych jednostek aktywne biologicznie sg
tylko te, ktore zawierajg minimum jeden niepodstawiony pierscien B-jononu (rys. 5). Takie
struktury przypominaja budowa trans-retinol (rys. 6), czyli aktywng form¢ witaminy A,
gromadzg si¢ w tkance podskdrnej i sg z niej pobierane w przypadkach niedoboru retinolu w
organizmach [113-115].

Rys. 5. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny B-jononu.

NN
OH
Rys. 6. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny all- trans-retinolu.

2.7.1. Budowa karotenoidow

Ze wzgledu na budowe chemiczng, karotenoidy zaliczane sg do poliizoprenoidow
zawierajacych 8 jednostek izoprenowych (rys. 7) skladajacych si¢ z 40 atomow wegla.
Karotenoidy mogg wystepowa¢ w formie tancuchowej, zawierac¢ jeden pierscien f-jononu na
koncu czasteczki lub moga przybraé postac bicykliczng [115-117].

S

Rys. 7. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny izoprenu.

Gloéwna cecha budowy wszystkich karotenoidow jest liniowy uktad sprz¢zonych
wigzan podwdjnych, ktory stanowi S$rodkowy fragment czasteczki. Osiem jednostek
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izoprenowych polaczonych jest ze sobg tak, ze na srodku zwigzku nastepuje odwrocenie tego
uktadu [102].

W karotenoidach, =-elektrony sa zdelokalizowane wzdluz calego tancucha
polienowego. Cecha ta nadaje tym zwigzkom unikalne wiasciwo$ci chemiczne, takie jak
pochlanianie $wiatta, co odgrywa wazng role¢ w procesach fotosyntezy u roslin jak i innych
organizméw oraz odpowiada za ich kolor. Barwa karotenoidow zalezy od liczby sprz¢zonych
wigzan podwojnych. Wraz ze wzrostem ich absorpcji zwigzki przybierajg barwe od zotte;j,
przez pomaranczowa do czerwonej [102]. Zwigzki te sa nierozpuszczalne w wodzie,
natomiast bardzo dobrze rozpuszczajg si¢ w thuszczach, z ktorymi czesto tworzg estry [111].

2.7.2. Podzial karotenoidow

Ze wzgledu na réznice w tancuchu poliizoprenoidowym, karotenoidy mozemy
podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza to zwiazki zawierajace jedynie atomy wegla i wodoru o
wzorze sumarycznym CgoHsg, najczesciej to izomery all-trans, ktore sg termodynamicznie
bardziej stabilne [112,113]. Grup¢ t¢ nazywamy karotenami. Istnieje mozliwo$¢ zmiany
izomerii na cis-trans w podwyzszonej temperaturze lub w obecnosci intensywnego
promieniowania. lzomery cis wystepuja w warzywach i owocach, sa to tez produkty
przemiany metabolicznej pozywienia [114]. Ze wzgledu na taka budowe karotenoidy sa
substancjami malo polarnymi, absorbuja promieniowanie o wyzszej dtugosci fali [115]. Do
pierwszej grupy karotenoidow zalicza si¢ zwiazki, ktore charakteryzuja si¢ krotszym
tancuchem weglowym. Druga grupa zwigzkoéw nazywana ksantofilami, zawiera minimum
jeden atom tlenu, znajdujacy si¢ np. w grupie hydroksylowej (w tym hydroksymetylowe;,
karbonylowej i karboksylowej). Ksantofile sg szeroko wystepujaca w naturze grupa
zwigzkoéw, wykazujaca podobienstwo zaréwno chemiczne, biochemiczne, jak réwniez
fizykochemiczne [112,113]. Ksantofile s3 bardziej polarne, poniewaz grupy tlenowe
przytaczone sa do struktur pierscieniowych. Absorbujga promieniowanie o nizszych
dhugosciach fali niz wigkszos¢ karotenoidow [115].

2.7.3. Biosynteza karotenoidow

Az 95% karotenoidow, powstaje w wyniku procesu kondensacji dwoch czasteczek
difosforanu digeranylu (GGPP, C»PP), konsekwencja czego jest symetryczny szkielet fitoenu
Cao (rys. 8) [115]. Proces ten zachodzi w obecnosci syntazy fitoenu (PSY). Powstaty fitoen
ulega 4-stopniowej przemianie w wyniku reakcji katalizowanej oksydazami, nastepstwem
czego jest powstanie czasteczki likopenu. W wyniku reakcji cyklizacji powstaje a-karoten 1 [3-
karoten. W kolejnych etapach p-karoten w reakcji hydroksylacji przeksztalcany jest w
zeaksantyne, natomiast a-karoten - w luteing. Enzym epoksydaza zeaksantyny przeksztatca
zeaksantyng w anteraksantyn¢ 1 wiolaksantyng. U ro$lin wyzszych wiolaksantyna
przeksztalcana jest podczas reakcji syntazy neoksantynowej w neoksantyne. Przy udziale
duzej ilosci $wiatla wiolaksantyna moze ulec powrotnej przemianie w anteraksantyne za
pomoca aktywnej deepoksydazy wiolaksantynowej (VDE). Przemiana wiolaksantyny i
zeaksantyny nazywana jest cyklem ksantofilowym. Przy niedoborze $wiatla lub w ciemnosci
przemiana zeaksantyny do wiolaksantyny jest faworyzowana, konsekwencjg czego jest
wysoka zawarto$¢ wiolaksantyny. Gdy roslina przebywa w silnie nastonecznionym miejscu,
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wiolaksantyna przeksztatcana jest w zeaksantyne. Stosunek zeaksantyny i wiolaksantyny jest
oceng stresu, wywolanego np. zmiang temperatury otoczenia, czy dostepnosci wody [116].
Druga grupa karotenoidéw powstaje na drodze syntezy 2 czasteczek difosforanu farnezylu
(FPP, C15PP). W wyniku tego procesu tworzy si¢ tancuch zawierajacy 30 atomow wegla.
Powszechnos$¢ tej grupy czasteczek ogranicza si¢ do bakterii z rodziny Staphylococcus,
Streptococcus, Methylobacterium oraz Heliobacterium [117].

difosforan digeranylu

15-cis-fitoen

9,15-di-cis-fitofluen

9,15,9’-tri-cis-C-karoten

7,9,9’-tri-cis-neurosporen

all-trans-likopen

y-karoten d-karoten

B-karoten a-karoten

B-kryptoksantyna zeinoksantyna

zeaksantyna luteina

anteraksantyna
neoksantyna
Rys. 8. Biosynteza karotenoidow [117-119].

2.7.4. Wlasciwosci karotenoidow oraz ich zastosowanie

Karotenoidy sa zwigzkami wielokrotnie nienasyconymi, charakteryzuja si¢ wysoka
niestabilno$cia w obecnosci §wiatla, temperatury oraz innych czynnikéw utleniajagcych. W
takich wilasnie warunkach karotenoidy ulegaja licznym reakcjom izomeryzacji, w wyniku
ktorych powstajg zwigzki bedace mieszaning struktur cis i trans, charakteryzujacych sie
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stabszg barwa 1 nizsza aktywnos$cig biologiczng. Karotenoidy sg nie tylko barwnikami
nadajacymi kolor ro§linom oraz niektérym zwierzetom, ale petnig rowniez wiele innych
waznych rol [118].

Karotenoidy wystepujace obok chlorofilu w chloroplastach spelniaja wazne funkcje.
Sa fotoreceptorami, ktore bardzo dobrze absorbuja promieniowanie UV-Vis i w wyniku
przejscia w fazie jasnej fotosyntezy. Dzialajg jako fotoprotektory, gdyz w wyniku przejs¢
tryplet-tryplet, pochlaniaja energie ze wzbudzonych stanéw chlorofilu, a nastepnie ja
rozpraszaja, dzieki czemu chronig chloroplasty i chlorofile przed powstawaniem szkodliwego
tlenu singletowego [119].

U ludzi 1 zwierzat karotenoidy spozywane w odpowiednich ilo$ciach zostaja
zaabsorbowane przez komorki btony $luzowej, aby w formie niezmienionej, pojawic si¢ w
tkankach obwodowych organizmu, co sprawia, ze biorg udzial w obiegu materii [120].
Karotenoidy, ktére zawieraja niepodstawione pierScienie B-jononu sg u ludzi i zwierzat
prekursorami witaminy A, ktorej niedobdr prowadzi do nieprawidlowej keratynizacji skory,
uszkodzenia nablonkow dréog oddechowych i1 pokarmowych oraz powoduje tuszczyce,
tamliwos¢ paznokei 1 wiele innych chordb. Retinol jest wazng substancjg, ktora pomaga w
procesach widzenia, a jego niedobdr prowadzi do ,.kurzej Slepoty”, zaCmy, suchos$ci oka oraz
zwyrodnienia plamki zéitej [121]. Karotenoidy jako aktywne formy witaminy A zostaja
zaabsorbowane, a nastepnie metabolizowane do retinolu przez komoérki blony $luzowe;j jelit
[113]. Na wydajnos$¢ absorpcji wptywa obecnos¢ thuszezu, gdyz karotenoidy sa zwigzkami
lipofilowymi, a ponadto sa one wchtaniane przez organizm tylko w obecno$ci sprz¢zonych
soli kwasu zotciowego [122]. Na podstawie badan stwierdzono, ze prawidlowa absorpcja
karotenoidow wymaga obecno$ci miceli o odpowiedniej wielkosci oraz charakterze
rozproszenia, gdyz tylko w takim wypadku nastapi wchtoniecie ich przez komorki jelitowe
[122]. U czlowieka i innych organizméw karotenoidy wptywaja pozytywnie na regulacje
odpowiedzi immunologicznej oraz przekazywanie sygnaldow pomiedzy komorkami
prowadzacych do zmian fizjologicznych, morfologicznych 1 rozwojowych. Dzigki tym
dobroczynnym wtasciwosciom, karotenoidy chronig przed wieloma chorobami dzisiejszych
czasOw: rakiem, chorobami serca oraz uszkodzeniami wielu struktur komoérkowych, takich
jak biatka, lipidy czy kwasy nukleinowe [121,122].

Karotenoidy znajduja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym jako barwniki
i aromaty, w przemysle farmaceutycznym jako suplementy diety, przemysle kosmetycznym
jako skladniki wielu preparatow myjacych, ochronnych czy nadajacych koloryt skorze, jako
sktadniki pokarmu dla zwierzat oraz w medycynie [122].

W organizmach ludzkich karotenoidy gromadzone sg gléwnie w komorkach tkanek
tluszczowych oraz w watrobie, mozna je znalez¢ rowniez w plucach, nerkach, szyjce macicy
czy prostacie. Wystepuja takze w warstwie rogowe] naskoérka. Potwierdzaja to badania
dokonane przy uzyciu spektroskopii Ramana. Zaobserwowano, ze w skorze ludzi zawartos¢
karotenoidow jest zrdznicowana. Darvin 1 wsp. [123] stwierdzili, ze st¢zenie tych zwigzkoéw
jest silnie powigzane ze stylem Zycia prowadzonym przez probantow. Regularne spozywanie
owocow 1 warzyw oraz aplikacja kosmetykow zawierajacych prowitaming A zwigksza
zawarto$¢ tych zwiazkéw w skorze. Natomiast silny stres, bezsenno$¢, palenie papierosow
oraz picie alkoholu powoduje obnizenie ich st¢zenia w skoérze badanych. Odnotowano
roOwniez zmienng zawarto$¢ karotenoidow w réznych czes$ciach ciata pokrytych warstwa
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rogowg naskorka, co jest takze zwigzane z odmiennym trybem zycia badanych (ekspozycja na
stofice oraz zanieczyszczenie powietrza). Spektroskopia Ramana wykazala, ze czesci ciala
charakteryzujace si¢ wysokim zageszczeniem gruczoldw potowych oraz tojowych (np. czoto
oraz dlonie) maja najwyzsze stezenie karotenoidow w skorze, poniewaz rozpuszczalne w
lipidach karotenoidy dostarczane sg przez gruczoty do powierzchni skory [123].

Zastosowanie preparatow zawierajacych karotenoidy prowadzi do zwigkszenia
odpornosci na promieniowanie UV, poniewaz zwigzki te niszcza powstajace pod jego
wpltywem wolne rodniki. Na podstawie badan wykorzystujacych technike spektroskopii
Ramana stwierdzono degradacj¢ B-karotenu zawartego w skorze po 30 minutach nas§wietlania
promieniowaniem UV. Natomiast likopen degradowat po 30-90 minutach w zalezno$ci od
probanta [124].

Na podstawie badan Darvina oraz wsp. [125] stwierdzono, ze aplikacja kremow oraz
przyjmowanie suplementéw diety zawierajacych karotenoidy powoduje wzrost ich st¢zenia w
skorze probantéw. Po aplikacji kosmetykéw odnotowano okoto 35% wzrost barwnikow w
skorze czota oraz 30% wzrost w skorze policzkéw. Wigksza zawarto$¢ karotenoidow w
skorze czota jest zwigzana z umiejscowieniem wigkszej ilosci potu oraz gruczotéw tojowych,
ktére transportuja badane przeciwutleniacze. Natomiast stezenie karotenoidow po
zastosowaniu suplementacji spowodowato wzrost ich stezenia do okoto 80% w skorze czota,
70% w skorze policzkow [125]. Jak zaobserwowano, stosowanie kosmetykow zawierajacych
karotenoidy sprawito, ze skora badanych zawierala nizsze stgzenie tych zwiazkow w
poréwnaniu z przyjmowaniem suplementacji. Wynika to z faktu, ze karotenoidy stosowane
miejscowo s3 przechowywane w warstwie rogowej naskorka krotki czas. Ich ilo$¢ zostaje
zmniejszona w wyniku zluszczania skory (czynnosci higieniczne, regeneracja naskorka oraz
uszkodzenia mechaniczne oraz stale narazenie na czynniki zewngtrzne). Ogolnoustrojowa
suplementacja dociera do tkanki tluszczowej ciala, z ktorej powoli przedostaje si¢ na
powierzchni¢ skéry z potem oraz tojem jak réwniez przez uklad krazenia. Najlepszym
dziataniem majacym na celu uzupetnienie brakujgcych antyoksydantéw jest potaczenie obu
metod. Potgczenie stosowania suplementacji oraz kosmetykow spowodowato wzrost stezenia
karotenoidow badanych w skorze czota do okolo 70% oraz w skorze policzkow do 100%
[125].

2.7.5. Zastosowanie karotenoidow w przemysle kosmetycznym

Przemyst kosmetyczny, poszukuje nowych substancji aktywnych charakteryzujacych
sie cennymi wlasciwosciami. Do takich substancji naleza karotenoidy. Ponizej opisano
dziatanie karotenoidéw na skore.

Przeciwstarzeniowe i odmladzajace [126-127]:

e stymulujg fibroblasty do syntezy kolagenu 1 elastyny, co powoduje wygladzenie
zmarszczek, w tym zmarszczek glebokich, tzw. kurzych tapek wokot oczu,
zmarszczek mimicznych oraz wzrost gestosci, jedrnosci i elastycznosci skory,

e naprawiajg 1 odbudowuja zniszczone pod wplywem promieniowania UV wildkna
kolagenowe 1 elastynowe. Sa odpowiedzialne za pogrubienie i renowacj¢ skory,
wplywaja na zwigkszenie produkcji kolagenu 1 elastyny. Wykazuja silng aktywno$¢

42



hamujaca w stosunku do kolagenozy i elastazy - enzymow zwigzanych z degradacja
kolagenu i elastyny. Chronig skore przed utrata jedrnosci i przedwczesnymi
zmarszczkami,

pobudzaja do normalizacji oraz stymulacji proces odnowy zrogowacialego i
uszkodzonego pod wpltywem dziatania stonca naskorka. Skora staje si¢ gladka i
mickka. Karotenoidy wzmacniaja funkcje ochronne naskorka oraz zmniejszaja
przeznaskérkowa utrate wody (TEWL). Dobrze nawodniony naskoérek staje sie gtadki,
jedrny, sprezysty oraz elastyczny. Skéra wyglada lepiej, zdrowiej i mtodzie;,

chronig skore przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw, ktére powoduja jej
przedwczesne starzenie si¢ (degradacja kolagenu, elastyny i fibryliny-1),

pobudzaja naturalne mechanizmy, ktdre chronig skorg przed negatywnym dziataniem
stonca oraz zwigkszaja odpornos¢ i przyspieszaja procesy gojenia skory,

normalizujg prac¢ gruczolow tojowych - poprawiajg gospodarke lipidami skory suchej
1 thuste;j.

Depigmentacyjne [127]:

wplywaja na zmniejszenie rozmiarOw melanocytow oraz redukcje ilosci melaniny -
barwnika skory, ktory produkowany w nadmiarze powoduje tworzenie niepozadanych
przebarwien; redukujg postoneczne i hormonalne przebarwienia,

zmniejszajg rowniez przebarwienia pozapalne, np. przebarwienia potradzikowe.

Przeciwtradzikowe [128]:

2.8.

przeciwdziatajg wolnym rodnikom, ktore atakujg lipidowe sktadniki sebum,
powodujac powstawanie produktow draznigcych skore oraz reakcje zapalne (tradzik),
normalizuja prac¢ gruczotdéw tojowych, obnizaja tendencj¢ do powstawania
zaskornikow 1 wypryskow,

oczyszczaja ujscia mieszkow wlosowych. Pory skory ulegajg zwezeniu, regulujg 1
przyspieszaja proces eksfoliacji naskorka, zapobiegajac zmianom tradzikowym.

B-karoten

B-karoten jest bezpieczng odmiang karotenu, organizm przetwarza tylko taka jego

ilo$¢, jaka potrzebuje. Charakteryzuje si¢ zottym zabarwieniem. Absorbuje swiatto o dlugosci
fali A= 450 nm. B-karoten charakteryzuje si¢ silnymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi.
Zrédtem pokarmowym PB-karotenu sg miedzy innymi: marchew, stodkie ziemniaki, papryka
czerwona, arbuz, morele, dynia, brzoskwinia, papaja oraz szpinak [129, 130]. Pierwszy raz
naturalny B-karoten zostal wyekstrahowany z marchwi przez Wackenrodera w 1931 roku
[131], jego pierwsza forma syntetyczna zostata otrzymana w 1950 roku [131], natomiast juz
od 1954 roku byt on produkowany na skale przemystowa jako barwnik o szerokim
zastosowaniu [132].
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2.8.1. Budowa

B-karoten zbudowany jest z 40 atomow wegla, zawiera 11 sprzezonych i 2
niesprzezone podwodjne wigzania (rys. 9). Jest zwigzkiem o dwoch pierScieniach B-jononu,
stwierdzono wystepowanie sze$ciu wigzan dodatkowych bocznych z grupami metylowymi -
CH3; [132].

Rys. 9. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny -karotenu.

Struktura B-karotenu podobna jest do all-trans-retinolu, czyli aktywnej formy witaminy
A 1 wlasnie dlatego P-karoten jest jej gtdéwnym prekursorem w organizmie [133-136].
Przemiana B-karotenu w witaming A zachodzi na drodze enzymatycznej (rys. 10). 15,15°-
deoksygenaza powoduje symetryczne, oksydacyjne rozerwanie wigzania podwdjnego, ktore
znajduje si¢ na $rodku czasteczki, czyli wigzania C15-C15°. W wyniku tej reakcji otrzymuje
si¢ dwie czgsteczki retinalu, ktory jest redukowany do retinolu oraz aktywnej formy witaminy
A, czyli kwasu retinowego. Proces ten zachodzi w watrobie, ale tylko w takich ilo$ciach, na
jakie jest zapotrzebowanie organizmu. Nadmiar -karotenu gromadzi si¢ w tkance podskornej
i jest wykorzystywany w przypadku niedoboréw retinolu [135,136].
B-karoten ulega roéwniez niesymetrycznemu oksydacyjnemu rozcigciu na wigzaniu
C13’-C14’, tylko wtedy gdy znajduje si¢ ono w konfiguracji cis. Z czasteczki [-karotenu
moga powstac 6-apo-8’-karotenal, 6-apo-12’-karotenal lub 6-apo-14’-karotenal [137].
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Rys. 10. Drogi rozpadu -karotenu w watrobie [137].

2.8.2. Wilasciwosci i zastosowanie
B-karoten [138]:

e pozytywnie wplywa na funkcjonowanie systemu immunologicznego,

e wspomaga prawidlowe funkcjonowanie narzadu wzroku,

e redukuje ilo$¢ komorek nowotworowych w organizmie ludzkim,

e chroni wyScidtke przewodu pokarmowego 1 drog oddechowych przed
infekcjami,

e zapobiega rozedmie ptuc i bronchitowi,

e powoduje obnizenie poziomu cholesterolu,

e sprzyja prawidlowemu rogowaceniu nabtonkow,

e opdznia procesy starzenia sig.

Stwierdzono, ze f-karoten ogranicza ryzyko zachorowania na choroby nowotworowe,
oraz przyczynia si¢ do zahamowania promocji oraz progresji nowotwordéw [139]. Zauwazono,
ze wyzej wymieniony karotenoid powoduje zwiekszenie produkcji komorek cytotoksycznych,
stymuluje je do produkcji duzych ilosci cytokin oraz ulatwia ich migracj¢ do komorek
rakowych. W ten sposéb dochodzi do niszczenia proliferujacej formy guza. Stwierdzono, ze
B-karoten charakteryzuje si¢ wtasciwosciami supresji innych onkogenow. Ponadto speinia
istotng role w kontroli aktywnosci genu - biatka p53. B-karoten pobudza do dziatania synteze
niektorych biatek szoku termicznego np. hsp70 [135]. B-karoten stosowany jest rowniez w
leczeniu schorzen zwigzanych z nadwrazliwo$cia na $wiatlo, takich jak: protoporfiria
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erytropoetyczna, pokrzywka stoneczna, wielopostaciowe osutki $wietlne, opryszczka
ospowkowata, toczen rumieniowaty oraz reakcje fotoalergiczne i fototoksyczne, ktore
spowodowane s3 przyjmowaniem lekow zawierajacych skltadniki $wiattouczulajace
[136,137]. Wykorzystuje si¢ fotoprotekcyjne zdolnosci B-karotenu do wygaszania tlenu
singletowego, ktory jest glownym czynnikiem nasilajacym objawy fotodermatoz [127]. Wertz
i wsp. [137] wykazali, ze B-karoten prowadzi do supresji indukcji metaloproteiny macierzy
pozakomorkowej (MMPs) typu: MMP-1 (enzymu kalogenazy fibroblastow), MMP-3
(enzymu nazywanego stromelizyng-1, odpowiadajacego za degradacje kolagenu typu 11, 1lI,
IV, IX, i X, proteoglikanow, fibronektyny, lamininy oraz elastyny) oraz MMP-10 (enzymu
nazywanego stromelizyna-2, odpowiadajacego za syntez¢ proteoglikanow i fibronektyny)
uczestniczacych w procesie fotostarzenia. B-karoten blokowat takze stymulowang przez tlen
singletowy aktywacje ww. metaloproteinaz, a zwlaszcza MMP-1 i MMP-10 [137].

B-karoten jest sktadnikiem zywnosci, w ktorej wykorzystywany jest jako barwnik i
suplement diety. Zwigzek ten jest uzywany w produktach mlecznych, tluszczach i olejach, a
takze w przetworzonych owocach i1 sokach owocowych, wykorzystany jest roOwniez w
preparatach dla niemowlat jako Zroédto witaminy A. B-karoten znalazt swoje zastosowanie
jako barwnik jedzenia i napojow takich jak: jogurty, napoje mleczne, lody, puddingi, wyroby
cukiernicze i piekarnicze oraz przyprawy. Wedlug FDA (ang. Food and Drug Administration)
B-karoten jako dodatek barwnikowy, moze by¢ bezpiecznie uzywany w lekach i
kosmetykach. Stosowany jest w pozywieniu dla zwierzat. W suplementach diety [-karoten
stosowany jest jako skuteczny i stabilny zamiennik do tej pory uzywanych antyoksydantow,
ktore opdzniajg procesy starzenia si¢ skory oraz chronig organizm od wewnatrz przed
promieniowaniem UV [136-139].

2.8.3. Zastosowanie w przemyS$le kosmetycznym

Mimo niestabilnych wtasciwosci, [B-karoten jest stosowany w przemysle
kosmetycznym jako sktadnik srodkoéw do mycia 1 kapieli, szamponow, odzywek do wtosow,
produktow do pielegnacji twarzy i1 ciatla oraz preparatow przeciwstarzeniowych. Jest on
réwniez skladnikiem wielu preparatow do opalania, poniewaz wykazuje dziatanie
promieniochronne, zmniejszajac jednoczesnie wrazliwo$¢ skory na poparzenia stoneczne
[112]. Stosowany jest jako barwnik w kremach samoopalajacych, dzigki nim skora przybiera
ztocisty kolor. Najcze$ciej B-karoten odnajduje swoje zastosowanie w serii kremow, serum
anti-aging, ktorych zadaniem jest zapobieganie oraz likwidowanie juz istniejacych
zmarszczek [140]. B-karoten wchodzi w sklad kosmetykoéw regulujacych poziom sebum,
przeciwtradzikowych, oraz zmigkczajacych naskorek. Przy stosowaniu przez dluzszy czas
preparatow  zawierajacych B-karoten w ilosci 30 mg/dzien moze dojs¢ do
hiperkarotenodermii, czyli odwracalnego zabarwienia skory na zoéito. Spowodowane jest to
tym, ze B-karoten gromadzi si¢ nie tylko w watrobie, jelicie czy krwi, ale rOwniez w warstwie
rogowej naskorka i jest jednym z gléwnych barwnikéw nadajacych kolor skorze. Aby uniknaé
tej nieestetycznej przypadtosci, nalezy pamigta¢ o stosowaniu kilkudniowych przerw migdzy
zazywaniem preparatoOw zawierajacych ten karotenoid [141].
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2.9. Likopen

Likopen ((6E,8E,10E,12E,14E,16E,18E,20E,22E,24E,26E)-2,6,10,14,19,23,27,31-
oktametylodotriakonta-2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tridekaen) ~ jest  jednym z
najwazniejszych przedstawicieli karotenoidow. Rozpuszcza si¢ w thuszczach. Wystepuje
glownie w czerwonych owocach i warzywach, takich jak arbuz, ré6zowy grejpfrut, papaja,
morele, oraz w niektorych gatunkach alg czy grzybow. Jednak gléwnym i najbardziej znanym
zrodlem likopenu sg pomidory. Jest syntetyzowany w roslinach i mikroorganizmach. Ani
cztowiek, ani zwierzeta nie majg zdolnosci produkowania likopenu, musi by¢ dostarczany
wraz z pozywieniem. Likopen tatwo rozpuszcza si¢ w ttuszczach, dlatego po podgrzaniu, jest
on lepiej przyswajany przez czlowieka w postaci przetworzonej niz z surowych warzyw i
owocow [142].

2.9.1. Budowa

Zwiazek ten jest nienasyconym weglowodorem alifatycznym, zbudowanym z o$miu
reszt izoprenowych, tworzacych tancuch weglowy o czterdziestu atomach wegla, ktory
zawiera 11 sprzezonych i 2 niesprzezone wigzania podwdjne (rys. 11). Likopen nie posiada,
w przeciwienstwie do witaminy A, dwoch pierécieni B-jononowych, dlatego nie posiada
wlasciwosci prowitaminy. Najczgsciej spotykanymi formami sg izomery all-trans (forma
najbardziej stabilna termodynamicznie), 5-cis, 9-cis, 13-cis i 15-cis [143]. Zawarte w jego
strukturze wigzania podwojne mogg ulegac¢ izomeryzacji z pozycji trans do mono- lub poli-cis
pod wptywem $wiatla, temperatury czy reakcji chemicznych [143]. Likopen charakteryzuje
si¢ intensywnym zabarwieniem mimo braku w jego czasteczkach grup chromoforowych
[144]. Jego kolor przypisujemy obecnosci licznych sprzezonych ze sobg wigzan podwdjnych,
dzieki ktorym zwigzek ten pochtania $wiatlo widzialne [145].

Rys.11. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny likopenu.

2.9.2. Wlasciwosci i zastosowanie

Glownym zadaniem likopenu w komorkach roslinnych jest pochtanianie $wiatla oraz
udziat w procesach fotosyntezy, spelnia on role pigmentu wspomagajacego, poniewaz
wystepuje w otoczce chloroplastow. Likopen chroni komorki przed wrazliwo$cig na $wiatlo,
pochtaniajac promienie stoneczne [142]. Likopen znajduje si¢ w organizmie cztowieka we
krwi ludzkiej, osoczu oraz narzadach. Jego poziom w osoczu dla ré6znych populacji wynosi 50
- 90 nmol/dm?®. Wplyw na poziom likopenu maja zaréwno czynniki og6lnoustrojowe, jak
rowniez prowadzony tryb zycia [143]. Przyjmuje si¢, ze stanowi on ok. 30% wszystkich
karotenoidow wystepujacych w organizmie cztowieka [143]. Likopen charakteryzuje sie¢
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wlasciwosciami chronigcymi organizm przed licznymi chorobami (m.in. zawalem serca), a
przede wszystkim przed rozwojem nowotwordw [144]. Zawarto$¢ likopenu maleje wraz z
wiekiem. Wielu naukowcéw wskazuje, ze jego duze ilosci we krwi minimalizujg ryzyko
zachorowan na nowotwory przetyku, zotadka, okreznicy i odbytnicy, a takze w mniejszym
stopniu na raka jamy ustnej, gardta i pecherza moczowego [145]. Chroni rowniez przed
schorzeniami serca (miazdzyca, choroba niedokrwienna serca) i naczyn krwionosnych
thumigc synteze cholesterolu, a zwlaszcza utlenianie jego frakcji [146]. Likopen
charakteryzuje si¢ roznym dziataniem na zdrowy i chory organizm (rys. 12), w szczeg6lnosci
w przypadku osob z rakiem prostaty dziata wspomagajagco w leczeniu, tj. obniza poziom
swoistego antygenu sterczowego, zwigksza ekspresje genow koneksyny oraz zmniejsza
wielko$¢ guza. W badaniach przesiewowych wykazano, Zze réwnoczesne przyjmowanie
olejow rybnych oraz likopenu obnizyto zdolnos¢ utleniania LDL ex vivo indukowang przez
oleje z ryb oraz obnizalo utlenianie DNA. Ste¢zenie trdjglicerydow ulega zmniejszeniu
bardziej, niz przy stosowaniu samego oleju rybiego. Likopen przyczynia si¢ do zmniejszenia
stresu oksydacyjnego na dwoch drogach - poprzez usuwanie wolnych rodnikéw, ktore
uszkadzaja DNA oraz przez regulowanie mechanizméw naprawczych DNA (rys. 12) [147-
148]. Likopen pobudza komunikacj¢ migdzykomorkowa przez tzw. potaczenia typu neksus,
czyli kanaty bialkowe w btonach komoérkowych, dzigki czemu utrudnia tworzenie si¢
substancji wywotujacych nowotwory oraz hamuje nienaturalne podzialy komorek w
organizmie. Powoduje indukcje apoptozy oraz wpltywa na system immunologiczny przez
zwigkszanie liczby komodrek obronnych [149]. Likopen lokalizuje si¢ preferencyjnie w
skorze, ze wzgledu na najwyzsza hydrofobowos$¢ i1 rozpuszczalno$¢ w tluszczach w
poréwnaniu z innymi karotenoidami. Stezenie likopenu w skorze jest dwukrotnie wyzsze niz
B-karotenu oraz kilkadziesigt razy wyzsze niz ksantofili. Wynosi ok. 2 pmol/mm S$rednicy
biopsji [150]. Charakteryzuje si¢ najwickszym potencjalem antyoksydacyjnym [151].
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Rys. 12. Schemat dziatania likopenu na zdrowy i chory organizm ludzki.

2.9.3. Zastosowanie w przemysle kosmetycznym

Likopen zmniejsza szkodliwe efekty promieniowania stonecznego zaré6wno te
krotkotrwate (poparzenia stoneczne), jak i dlugotrwate (rak skory). Odpowiedzialny jest za
pobudzanie naturalnej ochrony przeciwstonecznej, dlatego tez stosowany jest w formulacjach
kosmetycznych, ktérych zadaniem jest odnowa naskdrka i ochrona przed promieniowaniem
ultrafioletowym [152]. Zwigzek ten odznacza si¢ silng lipofilowoscia (log P ~ 15), co
powoduje, ze jego przenikanie do warstwy rogowej naskorka jest utrudnione ze wzgledu na
duze powinowactwo do warstw lipidowych naskorka oraz zatrzymywanie w tej warstwie.
Likopen najczgsciej wystepuje w formie all-trans, forma ta charakteryzuje si¢ wyzsza
stabilno$cig oraz wigksza biodostepnoscig do stratum corneum niz forma cis [153]. Likopen
pobudza synteze prokolagenu, czyli biatka prekursorowego kolagenu, ktore odpowiedzialne
jest za sprezystos¢ skory, dlatego tez stosowany jest w kremach anti-age, splyca istniejace
zmarszczki i zapobiega powstawaniu nowych. Jest powszechnie wykorzystywany w leczeniu
tradziku milodzienczego, rozjasnia cer¢ oraz poprawia koloryt skory. Likopen przejawia
zdolnos¢ do aktywacji procesu regeneracji skory oraz przyspiesza gojenie si¢ ran. Poprawia
og6lna kondycje skory, nawilza ja, odzywia, zmigkcza, oczyszcza, oraz dziata regenerujaco-
ujedrniajgco. Stosowany jest w tonizacji cery tlustej i w kosmetykach przeznaczonych dla
skory suchej, szarej oraz zmeczonej [ 154-159].
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2.10. Astaksantyna

Astaksantyna ((6S)-6-hydroksy-3-[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E)-18-[(4S)-4-
hydroksy-2,6,6-trimetylo-3-okso-1-cycloheksenyl]-3,7,12,16-tetrametyloktadeka-1,3,5,7,9,11,
13,15,17-nonaenyl]-2,4,4-trimetylo-1-cycloheks-2-enone) zwana jest krolowa karotenoidow.
Jest naturalnym barwnikiem zwierzat i roslin, nadaje im pigkny czerwony kolor. Zauwazy¢ ja
mozna w upierzeniu flamingéw, mig¢sniach tososi 1 innych ryb, homarach, oraz w krewetkach.
Najwigkszg iloscig astaksantyny charakteryzujg si¢ algi. To wlasnie one sg gtdbwnym zrodiem
pozyskiwania tego zwigzku [160].

2.10.1. Budowa

Astaksantyna jest ksantofilem, w strukturze chemicznej posiada dwie grupy
hydroksylowe oraz dwie grupy karbonylowe (rys. 13). Dzi¢ki takiej budowie ma silniejsze
dziatanie antyoksydacyjne oraz efektywniej dziata w organizmie. Nie wykazuje aktywnosci
do witaminy A, poniewaz posiada tlenowe grupy w swojej czasteczce [161].
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Rys. 13. Szkieletowy, prosty wzor strukturalny astaksantyny.

2.10.2. Wlasciwosci i zastosowanie

Astaksantyna jako przeciwutleniacz jest 14 razy silniejsza niz witamina E, 54 razy
silniejsza niz P-karoten oraz 65 razy silniejsza niz witamina C [162,163]. Jako jedna z
nielicznych zwiazkow przechodzi przez barierg krew-mozg oraz krew-siatkowka, zaopatrujac
organy oraz uktad nerwowy i krwiono$ny w przeciwutleniacze, ktére wymiataja wolne
rodniki. Skutkiem tego jest zapobieganie uszkodzen tych narzadoéw. Karotenoid ten ze
wzgledu na swoje silne wlasciwosci przeciwutleniajgce wptywa korzystnie na wiele tkanek
naszego organizmu. Chroni serce przed zawalem oraz nowotworami poprzez wytwarzanie
substancji przeciwzakrzepowych. Ostania watrobe oraz chroni przed stanami zapalnymi.
Zapobiega chorobom stawow, S$ciggien 1 migéni. Zmniejsza ryzyko zachorowania na
artretyzm. Podczas wysitku fizycznego migsnie sg intensywnie natleniane, wskutek czego
dochodzi do ich skurczy. Astaksantyna thumi ten proces dzigki czemu mozemy ¢wiczy¢ dalej.
Odpowiedzialna jest za napigcie btony komorkowej. Przenika barier¢ migdzy siatkowka a
uktadem krwiono$nym zaopatrujac oko w przeciwutleniacze, w zwigzku z czym zapobiega
powstawaniu stanom zapalnym [164].
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2.10.3. Zastosowanie w przemys$le kosmetycznym

Rozpuszczalna w tluszczach astaksantyna dobrze przenika w warstwe rogowa naskorka,
w niewielkim stopniu do skory wlasciwej i tkanki podskornej. Przejawia dzialanie
normalizujgce w procesach réznicowania keratynocytow. Wptywa na funkcje regulacyjne
skory. W naskorku astaksantyna wptywa na synteze biatek, metabolizm komorkowy, podziaty
komorkowe, wydzielanie czynnikow transkrypcyjnych oraz czynnikow wzrostu. Przyspiesza
jego odnowe. Jest odpowiedzialna za proliferacj¢ komorek warstwy zywej naskorka. Dzieki
poprawie struktur warstwy rogowej powoduje wzmocnienie funkcji ochronnej naskorka i
zmniejszenie przeznaskorkowej utraty wody - TEWL [160-168]. W warstwach skory
wiasciwej zwicksza produkcje kolagenu i elastyny. ,,Krolowa karotenoidow™ chroni skore
przed uszkodzeniami spowodowanymi przez promieniowanie stoneczne na kilka sposobow.
Zwicksza gesto$¢ optyczna, neutralizuje tlen singletowy (*O,) oraz tworzy kwas all-trans-
retinowy, ktory jest stosowany w leczeniu dermatoz, wywotanych promieniowaniem
stonecznym [162]. Redukcja rumienia jest jednym z czynnikdw potwierdzajacych zdolnos¢
astaksantyny do ochrony przed promieniowaniem UV. Redukuje rowniez poziom oksydacji
lipidowej. Astaksantynge wykorzystuje si¢ do produkcji preparatdéw matujacych. Zwlaszcza u
0sOb posiadajacych cere tlusta i mieszang, dla ktorej szczegdlnie trudno znalez¢ nie tylko
odpowiednie produkty do pielegnacji, ale rowniez do makijazu. Wykorzystywana jest do
produkcji kreméw posiadajacych wlasciwosci odzywceze, nawilzajace, ujedrniajace i
tonizujace [163].

2.11. Badania in vivo formulacji kosmetycznych (testy na probantach)

Producenci przed wprowadzeniem na rynek konsumencki produktow, zobowigzani sa
do zapewnienia ich bezpieczenstwa oraz stabilnosci. Aktualne przepisy opieraja si¢ na
Rozporzadzeniu Unii Europejskiej (1223/2009) z dnia 30 listopada 2009 roku [169]. Jej
priorytetem jest zagwarantowanie bezpieczenstwa produktu kosmetycznego oraz okreslenie
wymagan jakie powinien spelnia¢ kazdy kosmetyk dopuszczony na rynek konsumencki.
Odwolujac si¢ do ustawodawstwa europejskiego polska ustawa o kosmetykach z dnia 30
marca 2001 roku, (Dz.U.z 2001 r. Nr 42 z p6zniejszymi zmianami, tekst ustawy w wersji
ujednoliconej: Dz. U. 2013 r. poz. 475) przeniosta odpowiedzialno$¢ za produkt na
producenta, dystrybutora lub importera kosmetyku [170]. Wskazano obowiazki jakim
powinien sprosta¢ producent, zeby wprowadzi¢ nowy preparat na rynek. Dokumenty
kosmetyku musza przedstawia¢ najistotniejsze informacje: ilosciowy 1 jakosciowy sktad
kosmetyku, specyfikacj¢ fizykochemiczng 1 mikrobiologiczng sktadnikow, oceng
fizykochemiczng  kosmetyku  obejmujaca  wyniki  stabilno$ci  preparatu, ocen¢
mikrobiologiczng koncowego produktu jak réwniez oceny chemicznej 1 mikrobiologicznej
czystosci gotowego produktu kosmetycznego, charakterystyke metody produkcji, dobranej
wedlug dobrej praktyki produkcji, dokumentacj¢ potwierdzajaca zapewniane dzialanie na
opakowaniu, informacje o niepozadanych skutkach na zdrowie ludzi spowodowane poprzez
stosowanie kosmetyku oraz oceng wptywu produktu kosmetycznego na zdrowie ludzi,
uwzgledniajaca charakterystyke toksykologiczng sktadnikéw, ich struktury chemicznej oraz
stopnia kontaktu z cialem badanego przy uzyciu metod aplikacyjno-aparaturowych [171,172].
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Ocena potencjalnego bezpieczenstwa stosowania kazdego nowego kosmetyku musi
zosta¢ wykonana przed wprowadzeniem go na rynek konsumencki. Preparat ten powinien
zosta¢ przebadany rowniez pod katem skuteczno$ci dzialania przez producenta. Badania te
przeprowadza si¢ metoda in vivo, przy pomocy testow aplikacyjnych (naskérkowych) na
skorze cztowieka (probanta) [173]. Wylacznie produkty, ktérych sktad zostal wczesniej
potwierdzony pod wzglgdem bezpieczenstwa moze zosta¢ poddany badaniom dokonanych na
ludziach [174,175]. Wykonywane sg badania dermatologiczne, ktéore majg na celu
sprawdzenie rodzaju 1 stanu skory, tendencji do alergii. Badacz powinien zebra¢ informacje
na temat przebytych, aktualnych chorob skory, sposobdéw ich leczenia oraz ogdlnego stanu
zdrowia. Aby doswiadczenie moglo zosta¢ przeprowadzone zgodnie z wymogami Komisji
Bioetycznej wszyscy probanci musza podpisa¢ formularz $wiadomej zgody na udziat w
doswiadczeniu, otrzyma¢ wyczerpujace informacje dotyczace celu analizy, sposobu jej
wykonania, jak rowniez ewentualnych skutkéw ubocznych. Probanci otrzymuja teczke z
pisemng instrukcja, w jaki sposéb nalezy stosowa¢ badany produkt oraz ankiet¢. Na
podstawie ankiety poznajemy opini¢ probantdw oraz informacje, ktére pozwalaja na
ewentualne zmiany, ktére powinny prowadzi¢ do ulepszenia preparatdéw kosmetycznych.
Badania trwaja od kilku do kilkunastu tygodni. Najczgsciej preparaty aplikowane sg na
przedramie dwa razy dziennie, rano i wieczorem [176,177].

2.11.1. Testy platkowe

Do metod stosowanych w ocenie dziatania draznigcego badanego produktu
kosmetycznego z wykorzystaniem testow naskdérkowych (ocena dermatologiczna) naleza:
testy jednorazowej aplikacji pod okluzja, tzw. testy ptatkowe (ang. on-time occlusive tests),
test Schwartza-Pecka, testy wielokrotnej aplikacji w tescie ptatkowym (ang. repeated
occlusive tests ROT) oraz testy powtarzanej otwartej aplikacji (ang. repeated open
application tess ROAT), testy ptatkowe z powtarzalnym uzyciem ptatka (ang. Human
Repeated Insult Patch Tests — HRIPT), z przerywang ekspozycja (test Draize’a, Shelanskiego-
Shelanskiego i Vossa-Griffitha), z ciagla ekspozycja (ang. zmodyfikowany test Draize’a) oraz
wzmocnienia (ang. Human Maximization Test) [178,179]. Testy ptatkowe (ang. patch tests) sg
najczesciej wykorzystywang metoda sprawdzania odczynu alergicznego na badany produkt
kosmetyczny [180]. Jednorazowa aplikacja w tescie ptatkowym przeprowadzana jest przez 24
lub 48 godzin. Jednakze testy jednorazowej aplikacji nie odzwierciedlajg autentycznego
narazenia w zyciu codziennym. Kontakt z czynnikiem wywotujagcym podraznienie jest
najczesciej dlugotrwaly 1 powtarzalny [181]. Stworzono liczne modele majace na celu
odwzorowanie kontaktu z czynnikiem podrazniajacym przebiegajacym w warunkach
codziennych [182]. Do oceny draznigcego dziatania kosmetykdéw najczesciej stosuje si¢
metode, ktora polega na krotkotrwalej ekspozycji skéry na dang substancje w teScie
ptatkowym. Reakcja skory zostaje porownana z wzorcem substancji drazniagcej [183]. Zaklada
si¢ probantom testy ptatkowe na skore ramiona. Reakcja skdrna oceniana jest po 24, 48 1 72
godzinach. Testy przeprowadzane sg najczesciej przez 7-14 dni [184]. Basketter i wsp. [185]
stwierdzili, ze testy te pozwalajg sklasyfikowa¢ substancje aktywne wystepujace w
produktach kosmetycznych jako draznigce lub niewywotujace podraznienia. [186].
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W tabeli 5 przedstawiono testy kontaktowe stosowane do identyfikacji odczynu draznigcego
w produktach kosmetycznych.

Tab. 5. Testy kontaktowe [187-195].

Test

Miejsce ekspozycji
Liczba ekspozycji
Czas trwania
ekspozycji [h]
Ekspozycja
przypominajgca
Liczba testowanych
0s0b

[E=Y

gorna czgs$¢ 24-72-96 48h test ptatkowy 200
ramienia +4 tyg. test uzytkowy

Schwartz-Peck .
w kompletnym tescie

gorna czes¢ 10 24 24h test ptatkowy 200
Draize ramienia lub
plecow
Shelanski- Shelanski g(’)rna_ cz«_.;s’é 15 24 48h test ptatkowy 200
ramienia
\Voss - Griffth g()rna_ cz_e;s’c’ 9 24 24h test ptatkowy 200
ramienia
zmodyfikowany gorna lul?, 10 48 72h test ptatkowy 200
Draize dolna czesé
plecow
natozenie SLS 5 48 5% wag. SLS na24 h,| 200
L na przedramig nastepnie 48h test
wzmochienia lub na tydke ptatkowy z badana
substancja

SLS - Laurylosiarczan sodu (ang. Sodium Lauryl Sulfate), sol sodowa kwasu dodecylosiarkowego. Zwiazek jest
wykorzystywany jako detergent o charakterze jonowym.

2.11.2. TRUE test

TRUE test (ang. Thin-layer Rapid Use Epicutaneous test) jest to gotowy do natozenia
naskorkowy test ptatkowy, aplikowany najczesciej na plecy badz przedramiona (rys. 14).
Sktada si¢ z 10 lub 12 pol, na 9 lub 11 polach powinny znalez¢ si¢ badane substancje,
natomiast na ostatnim polu umieszczona jest proba kontrolna (rys. 15). W stosowanych
plastrach, alergeny zostaja zamknigte w hydrofilowym Zelu, na ktéorym znajduje si¢
nieprzepuszczalny dla wody poliester. Ilos¢ alergenow zostata okreslona zgodnie z
europejskimi 1 mig¢dzynarodowymi wymogami. Dzigki uzyciu TRUE testu mozemy
zidentyfikowa¢ 47 substancji wywolujacych alergie. Test ten jest rekomendowany przez
organizacje Food and Drug Administration (FDA). Jest takze zgodny z prawem Unii
Europejskiej normalizujacym produkty lecznicze [196-198]. Badanie dermatologiczne
przeprowadzane w formie naskorkowego testu platkowego ma na celu wykrycie objawow,
ktore $wiadczylyby o szkodliwym, tj. alergicznym lub toksyczno-draznigcym, wplywie
wyrobu na skore.
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Rys. 14. TRUE test zaaplikowany na plecach probanta (A) oraz odpowiedz skory ochotnika
po 48 h na metale Ni i Co (B) [199].

Rys. 15. TRUE test.

2.11.3. Testy powtarzanej otwartej aplikacji oraz prowokacyjny test uzywania

Testy powtarzanej otwartej aplikacji (ang. Repeated Open Application Test - ROAT)
oraz prowokacyjny test uzywania (ang. Provocative Use Test — PUT) polegajg na czasowej
ekspozycji skory na produkt poddany doswiadczeniom [200,201]. Testy HRIPT (ang. Human
Repeated Insult Patch) sg to testy tolerancji skory - okreslajg potencjalne podraznienie i
wrazliwo$¢ skory zwiazane z uzytym produktem kosmetycznym. Testy powtarzanej otwartej
aplikacji i prowokacyjny test uzywania zostaty zaklasyfikowane do testow uzywania (ang. use
tests). Nasladuja one codzienne stosowanie produktow. Znana ilo$¢ preparatu aplikowana jest
1 - 2 razy dziennie najcz¢sciej na skore przedramienia przez 4 - 28 dni [201-203]. Wada
testow jest dlugos¢ trwania badania. Odmiang tych testow sg ,,wash test” lub ,.exaggerated
wash test”. Polegaja one na zmywaniu znanego produktu najczesciej ze skory przedramienia
W wyznaczonym czasie 1 z okre§long czestotliwos$cig [204,205]. Przeprowadza si¢ takze oceng
kliniczng 1 pomiary biofizycznych wtasciwos$ci skory. Zauwazono brak idealnej zgodno$ci w
ocenie dzialania draznigcego na skore pomiedzy wynikami testow naskérkowych pod okluzja
oraz testow otwartych. Testy platkowe majg za zadanie ocen¢ ostrego dziatania draznigcego.
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Testy uzywania pozwalajg natomiast na oszacowanie zdolnos$ci substancji do wywotania
reakcji z podraznieniem na skutek powtarzalnej i przewleklej ekspozycji [206-208].

Tabela 6 zawiera podsumowanie wszystkich stosowanych metod do oceny dzialania
uczulajgcego, w tym objetych niniejszym przegladem literaturowym testow platkowych i
otwartych.

Tab. 6. Przeglad metod stosowanych do oceny wptywu substancji na skore cztowieka [209].

< @ = =
= 2 A = NS c = =9
E = o © (S S £ =)
) = — =) © © o= T > S O
w < < t b} c 3 N & Q‘E
28 = = c °o = s 8 | 22
Metoda 2 3 s s S 28 52 | 85
EQ = N O S = © = = o
- o ) © Q = T X =
.QT Q-i E ﬁ kg = ‘5 -g
N
& M X =
_tes‘[y p}a‘[kowe 7 Ararar ++4++ + +++ +++ - +
jednokrotnym uzyciem
ptatkow
—HRIPT (testy platkowe + | nieznana| ++ | +++ | nieznane| - -
Z powtarzanym
uzyciem ptatkéw)
—ROAT (testy +++ +++ +++ |+t +++ - +++
obcigzeniowe)
+++ dobra/e ++ dosc¢ dobra/e + staba/e

2.12. Analiza instrumentalna

Po zakonczeniu testOw nastgpuje ocena instrumentalna skoéry pod katem obecnosci
rumienia, zluszczania, rozpadlin oraz pomiar parametrow biofizycznych takich jak: poziom
nawilzenia, zawarto$¢ tluszczu na powierzchni skory, elastycznos¢ oraz gladkos$¢ skory,
Stopien intensywnos$ci zabarwienia skory 1 pomiar przeznaskorkowej utraty wody przy uzyciu
nieinwazyjnych metod badawczych Pierwszy parametr zalezy od wilgotnosci warstwy
rogowej naskorka, zostal oznaczony przy wykorzystaniu wiasnosci elektrycznych skory
(nazwa aparatu: korneometr). Pomiar poziomu natluszczenia skory opiera si¢ na zasadzie
fotometrii tlustej plamy [210]. Aparat sebumetr stosuje si¢ do oznaczenia poziomu zawartosci
thuszczu za pomoca folii z tworzywa sztucznego, ktorej przepuszczalnos¢ §wiatta zmienia si¢
po zwilzeniu thuszczem powierzchni. Badanie to obrazuje w jaki sposob funkcjonuja gruczoty
tojowe skory. Do pomiaru elastycznosci przeznaczona jest sonda, w ktorej poprzez otwor
znajdujacy si¢ na powierzchni aparatu pod cisnieniem jest zasysana skora. Sonda zasysa
wigce] skory wiotkiej, a mniej skory jedrnej. Wyniki otrzymywane sa w postaci
bezwymiarowych wspolczynnikow elastycznosci skory (R). Powierzchnia skory pokryta jest
réznymi bruzdami pomigdzy ktorymi znajdujg si¢ wzniesienia, dlatego tez obraz powierzchni
skory zmienia si¢ w zaleznosci od jej stanu oraz dzialania czynnikow zewngtrznych [211].
Wyspecjalizowang kamerg wykonuje sg zdjgcia mikrotopograficzne powierzchni naskoérka
wraz ze wszystkimi zaglebieniami i nierownos$ciami. Przy uzyciu tej metody oznaczamy
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szorstko$¢ 1 gladko$¢ naskorka, stopien jego ztuszczenia, dtugos¢, szerokos¢ i1 glebokosé
zmarszczek, oraz mozna stwierdzi¢ ogolna kondycje skory. Badanie intensywnos$ci
zabarwienia skory przeprowadza si¢ za pomoca kolorymetrycznej oceny stopnia
zaczerwienienia oraz intensywnos$ci zabarwienia bragzowo-brunatnego skory [212]. Pomiary
dokonuje si¢ za pomoca sondy, mierzacej stopien intensywno$ci zabarwienia skory.
Najbardziej istotnym parametrem jest pomiar przeznaskérkowej utraty wody za pomoca
aparatu tewametru, ktéry mierzy szybko$¢ parowania wody z powierzchni skory.
Doswiadczenie to stwierdza dlugo$¢ utrzymywania si¢ prawidtowego stopnia nawilzenia
skory. Poddaje si¢ rowniez ocenie stopien nasilenia rumienia oraz intensywnos¢ zabarwienia
plam barwnikowych [213-215].

2.13. Analiza sensoryczna

Analiza sensoryczna jest to dziat analityki, ktéry zajmuje si¢ pomiarem i oceng
wlasciwosci produktu przy uzyciu zmystow: dotyku, wzroku, stuchu, smaku, wechu, w
trakcie jego uzywania. Badania przeprowadzane sg przez panelistow na grupie ochotnikow -
potencjalnych, przysztych konsumentéw, w $cisle okreslonych i kontrolowanych warunkach
[214]. Pomiary te przeprowadzane s3 metoda ,,p6t na pot” tzn. ochotnik otrzymuje dwa
produkty testowe, ktérymi sa kosmetyki réznigce si¢ skladem lub stezeniem sktadnikéw
aktywnych. Stosowana jest takze metoda tzw. podwdjnej $lepej proby polegajaca na tym, ze
ani osoba bioragca udziat w badaniu ani osoba prowadzaca badanie nie wie, jaka jest rdéznica
pomiegdzy ocenianymi preparatami [215]. Badania sensoryczne kosmetykdéw s3a uwazane za
podstawe kompleksowej charakterystyki cech testowanego produktu. Na podstawie wynikow
badan konsumenckich oceniane sa cechy produktu istotne dla danej grupy odbiorcéw.
Polegaja one na ocenie odczu¢ probantdéw podczas stosowania produktu za pomoca
ujednoliconych standardow weryfikacyjnych. Producenci wykorzystuja najczesciej te badania
przy wprowadzeniu lub ulepszeniach swoich produktow [215,216-219].

2.14. Badanie biodostepnosSci dermalnej 2z wykorzystaniem metody
zdzierania

Substancje aktywne, ktére znajdujg swoje zastosowanie w przemysle kosmetycznym
powinny spetlia¢ szereg wymagan. Jednym z najbardziej istotnych warunkéw jest
zmaksymalizowanie st¢zenia substancji czynnej w miejscu dziatania. W celu stwierdzenia w
jakim stopniu dana substancja przenika do naszej skory, aby potwierdzi¢ jej dziatanie oraz
okresli¢ potencjalng toksyczno$¢ lub wyeliminowaé niepozadane efekty uboczne,
wprowadzono badanie biodostgpnosci dermalnej. Biodostgpnos¢ dermalna zostata opisana
jako model stgzenia wolnej substancji czynnej w czasie oraz w miejscu docelowym. Warto$¢
tego modelu pozostaje w duzym stopniu teoretyczna, ze wzgledu na trudno$¢ w okresleniu
zawartosci substancji w skorze [220]. Dostepne algorytmy pozwalajg na oszacowanie
maksymalnej ilo$ci substancji przenikajgcej przez skore. Do najczesciej stosowanych metod
badania biodostepno$ci dermalnej naleza badania in vivo wykorzystujace metody
spektroskopowe. Metoda zdzierania (ang. strippingu) w farmakologii jest jedng z najczesciej
stosowanych metod okreslania biorownowazno$ci substancji aktywnych zawartych w
kosmetykach, dermokosmetykach lub lekach. Badanie jest coraz cze$ciej wykorzystywane ze
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wzgledu na mozliwo$¢ oszacowania przy jego pomocy wielkosci i stopnia biodostepnosci
dermalnej produktéw. Metoda ta pozwala ustali¢ ilo§¢ produktu obecnego w stratum corneum
w funkcji czasu zaraz po aplikacji oraz po zmyciu preparatu zawierajacego substancje
aktywna. Wada tej metody jest brak stwierdzenia klinicznego bezpieczenstwa stosowania
substancji czynnej oraz jej skuteczno$ci. Metoda zdzierania nie uzyskata standardow
potrzebnych do uzycia dla skory chorej. Natomiast jej zaleta jest prostota wykonania
oznaczen, bezbolesnos¢ i nieinwazyjnos¢, stosunkowo niskie koszty. W trakcie badan tylko
martwe komorki naskorka - korneocyty zostajg usunigte [221]. Test zdzierania polega na
usunigciu kolejnych warstw SC przy uzyciu tasmy adhezyjnej. Metoda ta znalazia swoje
szczegolne zastosowanie w badaniach nad kinetyka epidermalnego wzrostu oraz wlasciwosci
stratum corneum. Jest rowniez wykorzystywana w pomiarach masy komoérkowej SC, funkcji
barierowych oraz wydzielania endogennych substancji czynnych [220]. Badanie to znalazto
zastosowanie w biologii naskorka do okreslenia funkcji barierowych, zbadania zapalen oraz
zaburzen nowotworowych, do sprawdzania ekspresji genéw, jak réwniez do oceniania skory
zwierz¢ce] jako formy zastepczej dla skory ludzkiej. Wykorzystywane jest w celu
zidentyfikowania chorob zapalnych, nowotworéw oraz przy monitorowaniu ekspresji genow.
Metoda ta po raz pierwszy zostala wynaleziona w latach czterdziestych XX wieku przez
Pinkusa [220]. W metodzie tej wykazano wzrost aktywno$ci mitotycznej komorek naskorka
na skutek przeprowadzenia testu zdzierania. Uwazal, ze zdarta warstwa komodrek rogowych
zostata zastgpiona przez komorki, ktére powstaly podczas podzialdéw mitotycznych. Metoda
zdzierania (strippingu) wykorzystujaca tasmy adhezyjne powoduje zwigkszenie migdzy
innymi: syntezy lipidow, syntezy DNA w komorkach naskorka [220]. Stripping obejmuje
usuwanie kolejnych mikroskopijnych warstw SC. Procedura wykonania metody polega na
wyznaczeniu pola badanego na powierzchni skory, naniesieniu na pole rownomiernej ilosci
preparatu z substancja czynna, umieszczeniu tasmy adhezyjnej na powierzchni skory, po
ktorym dociska si¢ delikatnie naklejone taSmy zapewniajac ich dobry kontakt z komodrkami
stratum corneum oraz usunigciu tasmy z powierzchni naskorka. Przeprowadzona procedura
jest bezbolesna oraz nieinwazyjna. Wraz z tasmg adhezyjna usuwane sg tylko martwe
komorki naskorka (korneocyty), ktore wystepuja w jego lipidowym cemencie [220].
Homeostatyczna odpowiedz naskorka wywolywana jest natychmiastowo, co powoduje
szybka odnowe funkcji barierowych [220]. Kolejnym etapem jest poddanie zerwanej tasmy
adhezyjnej ekstrakcji rozpuszczalnikiem oraz okre$lenie ilo§ciowo st¢zenia zaadsorbowanej
substancji czynnej [221]. Procedura oznaczenia iloSciowego zalezy od wlasciwosci substancji
czynnej oraz ilodci zatrzymanej na tasmie adhezyjnej. Do metod najczesciej stosowanych
naleza: spektrofotometria UV-VIS, chromatografia cieczowa HPLC wykorzystujaca detekcje
UV, fluorescencja rentgenowska, chromatografia gazowa GC oraz spektroskopia FTIR.
Oznaczenie ilo§ciowe zawartosci substancji aktywnej przy uzyciu wielu taSm adhezyjnych
pozwala na oszacowanie tgcznej zawartosci w SC. Ilos¢ usunigtego Stratum corneum na
kazdej pojedynczej tasmie zalezy od wielu wewnetrznych 1 zewnetrznych czynnikow [220].
Wielko$¢ korneocytow zalezy od anatomicznego obszaru na powierzchni naskorka, wieku
oraz pory roku podczas ktérej przeprowadzane jest badanie. Do zewngtrznych czynnikow
majacych wptyw na ilo$¢ usunigtego SC przy uzyciu tasm adhezyjnych naleza: rodzaj tasm,
sita z jaka jest ona odrywana z powierzchni skory, czas jej oddziatywania na skorg¢ oraz typ
miejscowo zastosowanej substancji czynnej. Zdarza si¢, ze czynniki zewnetrzne nie ulegajace

57



zmianie mogg nie prowadzi¢ do stalej ilosci usunigtych komoérek SC na kazdej tasmie
adhezyjnej z powodu czynnikoéw wewngtrznych. W 1998 roku US Food and Drug
Administration (FDA) opublikowalo procedury przeprowadzania badan biodostgpnosci
substancji metoda zdzierania [221].

Czynniki wptywajace na technik¢ zdzierania [221]:
¢ miejsce aplikacji

Zrywanie stratum corneum przy uzyciu metody zdzierania przeprowadza si¢ w
uniwersalny sposob. Na powierzchni, na ktérej zostanie zaaplikowany preparat nie
powinny znajdowa¢ si¢ zadne wlosy, a powierzchnia powinna by¢ gtadka i nie pokryta
bruzdami. W przypadku pomiaru owlosionych czesci ciala wtosy powinny one zostac
usunigte.

e rodzaj tasmy

W badaniu uzywa si¢ rdéznego rodzaju tasm adhezyjnych (komercyjnych oraz
wytworzonych samodzielnie). Powinno si¢ w kazdym z przypadku zagwarantowaé
jednorodny sktad i rozmieszczenie warstwy adhezyjnej na tasmie. Tasmy powinny
charakteryzowaé si¢ nast¢pujacymi wiasciwo$ciami: przezroczysto$cig, elastycznoscia.
Powinna zosta¢ sprawdzona kompatybilno$¢ tasmy ze skorg probanta w celu uniknigcia
dziatan ubocznych.

e sposob aplikacji tasmy

Tasmy adhezyjne powinny by¢ ostroznie nakladane na wyznaczone miejsca na
powierzchni skory, tak aby unikna¢ fatd.

¢ nacisk podczas aplikacji tasmy

Jednorodny nacisk na natozona na powierzchni¢ skoéry tasme jest jednym z
podstawowych czynnikéw wplywajacych na ilo§¢ zerwanego SC.

e szybko$¢ zrywania

Nie zostat do chwili obecnej zestandaryzowany czynnik wplywajacy na ilo$¢ usunigtego
SC - szybkos$¢ zrywania taSmy z powierzchni skory. Sposob zrywania taSmy przez osobe
prowadzaca pomiar ma znaczenie co do ilosci SC usunietego na tasmie adhezyjne;.
Zawsze powinno si¢ stosowac t¢ samg szybko$¢ zrywania ta$my. Zwalnianie lub
catkowite zatrzymanie czynno$ci zrywania moze powodowac wzrost ilosci korneocytow,
ktore przylegaja do taSmy. Wzrost szybkosci zrywania powoduje zmniejszenie si¢ ilosci
SC przyklejonych do tasmy adhezyjne;.

e wplyw bruzd

Powierzchnia skory charakteryzuje si¢ elastyczng siecig bruzd. Sie¢ ta moze spowodowac
zerwanie jakiej$ czesci SC z roznych poziomoéw warstw komorek przez tasme. Uwazane
jest to za wadg¢ strippingu, poniewaz ograniczone zostaja badania nad penetracjg oraz
przenikaniem zaaplikowanych preparatow [222,223].
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W tabeli

7 przedstawiono przyktadowe

substancje

dermokosmetykach, ktore zostat poddane badaniu biodostepnosci.

aktywne wykorzystywane w

Tab. 7. Przykladowe substancje aktywne stosowane w dermo kosmetykach poddane badaniu
biodostepnosci przy uzyciu metody zdzierania.

Substancja aktywna

Zastosowanie w kosmetykach

Literatura

Keratyna

sktadnik szamponow, odzywek, lakierow oraz innych
preparatow do stylizacji wlosow, ptynow do trwalej ondulacji i
rozjasniania wtosow, odzywek typu "wtos w ptynie"

[224,225]

Tlenek tytanu (1V)

jako wysoki filtr przeciwstoneczny w kremach na dzien,
podktadach, pudrach, szminkach, balsamach do ciata oraz
maseczkach

[226]

Cyklodekstryny

termiczny rozktad cyklodekstryn jest m.in. wykorzystywany do
produkcji uktadow zdolnych do powolnego uwalniania
substancji zapachowych. Dodaje si¢ je np. do proszkéw do
prania

[227]

Ekstrakt z Arniki
montany

uzywany jest jako sktadnik zeléw do oczy, ktory niweluje
opuchlizne

[228]

Kwas retinowy

poprawa struktury i spoistosci naskorka, konturu twarzy oraz
nawilzenia skory, wygtadza skore i redukuje zrogowaciate
warstwy naskorka, cofa objawy fotostarzenia skory, zastgpuje
uszkodzone stoncem i czynnikami zewnetrznymi komorek
skory, zdrowymi i prawidlowo uformowanymi, powoduje
ogo6lne pogrubienie i renowacje¢ skory oraz rozjasnia
przebarwienia postoneczne i hormonalne.

[229]

Kwas salicylowy

zastosowanie kwasu salicylowego w preparatach
kosmetycznych, ktére warunkuja jego wlasciwosci
przeciwzaskornikowe, bakteriobdjcze, antyseptyczne,
przeciwzapalne, przeciwgrzybiczne, keratolityczne, ktore
pomagaja w walce z zaskornikami, powierzchniowymi
przebarwieniami oraz zmniejszaja lojotok. Stosowany jest w
tonikach zhuszczajacych.

[230]

Laurylosiarczan sodu
(SLS)

detergenty syntetyczne, stosowane do odthuszczania i mycia.
Mozemy je znalez¢ w praktycznie kazdym szamponie, zelu
myjacym, czy ptynie do kapieli

[231]

Minoksydyl

stosowany w szamponach przeciwdziatajacych wypadaniu
wlosow

[232]

Koenzym Q10

jest nieocenionym sktadnikiem op6zniajacym procesy starzenia
sie, dodajacym skorze energii i witalnosci, usuwajacym z niej
toksyny oraz walczacym z wolnymi rodnikami

[233]

Miedz

wykazuje wlasciwos$ci przeciwutleniajace - przyspiesza
produkcje kolagenu, jako sktadnik kosmetykow pomaga ujedrnic
skore oraz zredukowaé zmarszczki. Miedz dziata takze
antybakteryjnie i przeciwzapalnie, mozne jg odnalez¢ w
preparatach antybakteryjnych.

[234]

4-metylobenzylideno
kamfora(4-MBC)

Znalazta zastosowanie jako substancja promieniochronna w
kremach na dzien oraz przeciwstonecznych

[235]

2.15. Stabilno$¢é emulsji kosmetycznych

Badania bezpieczenstwa oraz stabilno$ci emulsji s3 jednymi z najwazniejszych
wymogow, ktoére powinny by¢ spetlnione przez producentow firm kosmetycznych oraz
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farmaceutycznych. Wykonywane s3 w celu potwierdzenia wlasciwych standardow
fizykochemicznych i mikrobiologicznych badanych produktow [236]. Okreslenie stabilnosc
emulsji odnosi si¢ do zdolnoSci emulsji, do przeciwstawiania si¢ dazeniu uktadu
termodynamicznie niestabilnego do uzyskania jak najnizszej warto$ci entropii, czyli do zmian
w rozktadzie przestrzennym lub zmian w organizacji struktury czasteczek emulsji [237].
Zmiany te prowadzg do powstania procesOw starzenia si¢ emulsji: $mietanowania,
sedymentacji, koalescencji, flokulacji, inwersji faz oraz dojrzewania Oswaldowskiego
[238,239]. Roéznorodnos¢  produktéw  kosmetycznych, kosmeceutyczych  oraz
farmaceutycznych, rézne warunki ich przechowywania i wykorzystywania oraz rosngca ilos¢
sktadnikow sprawily, ze testy stabilnosci wykonywane metoda klasyczng moga by¢
dlugotrwate i trudne do interpretacji [240].

2.15.1. Rodzaje niestabilnosci emulsji

W emulsjach termodynamicznie nietrwalych mozna zaobserwowa¢ zachodzenie
procesow destabilizacji, w wyniku czego zachodzi rozdzial faz tworzacych uktad [167, 241].
Biorac pod uwage mechanizmy fizykochemiczne, typy niestabilnosci emulsji mozna podzieli¢
na odwracalne i nieodwracalne [241]:

e niestabilno$ci odwracalne - $mietanowanie, sedymentacja, flokulacja,
e niestabilnosci nieodwracalne - koalescencja.

Niestabilno$¢ odwracalna

Jest to niestabilno$¢, ktéra usuwa si¢ poprzez wymieszanie ukladu. Wsrod
niestabilno$ci emulsji tego typu wyroznia si¢ [242]:

e S$mietanowanie emulsji - jest to zjawisko gromadzenia si¢ czastek fazy
zdyspergowanej o niezmienionym rozmiarze na powierzchni ukfadu (rys. 16).
Niestabilno$¢ ta wystepuje zazwyczaj w emulsjach typu O/W, co jest wynikiem
przemieszczania si¢ kropli substancji zdyspergowanej o mniejszej gestosci w kierunku
powierzchni emulsji. Aby zapobiec $mietanowaniu, nalezy zwigkszy¢ lepkos¢ i
gestos¢ fazy rozpraszajacej emulsji [167,242].

11

Rys. 16. Schemat $mietanowania emulsji [zaadoptowane z 167].

e sedymentacja emulsji - jest to proces analogiczny do $mietanowania, roznigcy si¢ tym,
ze czastki fazy rozproszonej o niezmienionych rozmiarach gromadzg si¢ na dnie
naczynia, w ktorym znajduje si¢ emulsja (rys. 17). Sedymentacja jest spowodowana
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oddziatywaniami grawitacji ziemskiej na czastki fazy zdyspergowanej. Zachodzi we
wszystkich rodzajach emulsji. Tak jak w $mietanowaniu, sedymentacj¢ mozna
zmniejszy¢ przez dobdr odpowiednich parametrow, takich jak lepko$¢ i gestos¢ fazy
dyspergujacej, a takze rozmiar i fadunek miceli emulsji [167,243].

Ll ]

Rys. 17. Schemat sedymentacji emulsji [zaadoptowane z 167].

flokulacja emulsji - zjawisko to polega na gromadzeniu si¢ czyli agregacji czastek
fazy rozproszonej razem, bez ich zlewania si¢ w wieksze krople oraz bez znacznego
przemieszczania si¢ ku dolnej lub gornej czesci naczynia, w ktorym si¢ znajduje (rys.
18) [167,244].
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Rys. 18. Schemat flokulacji emulsji [zaadoptowane z 167].

Niestabilno$é nieodwracalna

Jest to niestabilno$¢, ktérej nie mozemy usungé przez wymieszanie uktadu. Do

zjawisk nieodwracalnych zaliczamy:

koalescencjg, zjawisko bedace najczesciej nastepstwem flokulacji. Polega na zlewaniu
si¢ czgstek fazy zdyspergowanej w wicksze krople (rys. 19) [167,245].
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Rys. 19. Schemat koalescencji emulsji [zaadoptowane z 167].
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e zlamanie emulsji, polega na calkowitym rozwarstwieniu si¢ uktadu na faz¢ wodng i
olejowa. Niestabilnos$¢ ta jest najczesciej efektem koncowym procesu koalescencji
(rys. 20) [167,246].

Rys. 20. Schemat ztamania emulsji [zaadoptowane z 167].

2.15.2. Przyczyny destabilizacji emulsji kosmetycznych

Destabilizacja emulsji jest procesem ztozonym i zaleznym przede wszystkim od ruchu
czastek fazy zdyspergowanej. Do najwazniejszych zjawisk fizykochemicznych majacych
wpltyw na destabilizacje emulsji mozemy =zaliczy¢ prostoliniowy ruch czastki fazy
wewngetrznej w emulsji, ruch czastek fazy wewnetrznej ku sobie, ruchy Browna oraz zjawisko
Ostwalda [167].

Prostoliniowy ruch czastki fazy wewnetrznej w emulsji

Prostoliniowy ruch czastki fazy wewnetrznej w emulsji jest opisane prawem Stokesa
(przy zalozeniu, ze kropla fazy zdyspergowanej ma ksztatt kulisty). Nawigzuje gtéwnie do
procesOw $mietanowania i sedymentacji, zachodzacych w uktadzie [247]. Prawo Stokesa
charakteryzuje site oporu, ktérg powinno pokona¢ kuliste ciato, aby moglo poruszaé si¢
prostoliniowo w cieczy lub gazie z okre$long predkoscia (rys. 21).

Prawo Stokesa opisywane jest nastgpujacym wzorem:
F = —6mrd’
gdzie:

Foznacza site oporu, n — lepko$¢ dynamiczng ptynu, r— promien kuli, a U to predko$¢ ciata
wzgledem ptynu. Wzor jest spetniony tylko dla niewielkich predkosci ciat kulistych [247].

———

M

Rys. 21. Schematyczne przedstawienie prawa Stokesa [247].

Ruch czastek fazy wewnetrznej ku sobie
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Zjawisko ruchu czgstek fazy wewnetrznej ku sobie wywotuja sity van der Waalsa,
ktére oddziatujg pomiedzy elektrycznie obojetnymi czastkami lub atomami. Gdy krople fazy
wewnetrznej s3 od siebie oddalone, mozna zaobserwowaé polaryzacje tadunkéw
elektrycznych tych kropli, co powoduje ich wzajemne przycigganie. Natomiast gdy drobiny
fazy wewnetrznej znajduja si¢ zbyt blisko siebie, mozemy zaobserwowal wzajemne
odpychanie drobin, co jest przyczyng takich zjawisk jak flokulacja i koalescencja. Aby
zmniejszy¢ wplyw sit Van der Waalsa na destabilizacj¢ emulsji, nalezy zwigkszy¢ stopien
rozdrobnienia emulsji, co zapewni zwigkszenie odleglosci pomiedzy drobinami fazy
wewnetrznej [167].

Oscylacyjne ruchy czastek fazy zdyspergowanej (ruchy Browna)

Oscylacyjne ruchy czastek fazy zdyspergowanej sg to chaotyczne ruchy czastek
zdyspergowanych w plynie, ktore zachodzag w wyniku ich zderzen z czastkami fazy
dyspergujacej (rys. 22). Ruchy Browna stabng wraz ze wzrostem rozmiaréw czastek i
spadkiem temperatury uktadu, co oznacza, ze w przypadku stabilnej, homogenicznej emulsji
sa one nieuniknione i maleja, gdy emulsja ulega destabilizacji [248].
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Rys. 22. Ruchy Browna [248].

Zjawisko Ostwalda

Zjawisko Ostwalda powoduje wzrost rozmiardw czastek fazy zdyspergowanej, a jego
efekt jest podobny do koalescencji. Mechanizm zlewania si¢ kropli fazy wewnetrznej jest
inny, niz przy koalescencji, czastki fazy wewnetrznej poruszaja si¢ w fazie ciagtej od jednej
kropli do drugiej (rys. 23). Zjawisko Ostwalda mozna zaobserwowaé, gdy krople fazy
zdyspergowanej ro6znig si¢ od siebie rozmiarem oraz energia wewnetrzng. Migracja czastek
fazy rozproszonej moze zachodzi¢ posrednio - migracja czastki fazy wewnetrznej wraz z
kilkoma czgstkami emulgatora lub bezposrednio - migracja samych czastek fazy wewnetrzne;.
Warunkiem, ktory musi zosta¢ spetniony aby zaszta migracja bezposrednia jest cze$ciowa
rozpuszczalno$¢ zdyspergowanych drobin w fazie cigglej. Destabilizacje¢ emulsji na skutek
zjawiska Ostwalda, tak jak w przypadku ruchéw Browna, zmniejszy¢ mozna przez
homogenizacj¢ uktadu [167, 249,250].
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Rys. 23. Schemat zjawiska Ostwalda w emulsji [zaadoptowane z 167].
Sposoby stabilizacji emulsji

Wprowadzenie emulgatora do uktadu dwoch niemieszajacych si¢ faz umozliwia
powstawanie uktadu dyspersyjnego, w ktorym czastki fazy wewnetrznej emulsji sa
rozproszone w postaci drobnych kropelek w fazie rozpraszajacej. Emulgator obniza
migdzyfazowe napigcie powierzchniowe, natomiast niemozliwe jest obnizenie jego wartosci
do zera. Dlatego tez kazda emulsja wykazuje tendencj¢ do destabilizacji. Zjawisku
powstawania emulsji towarzyszy wzrost entropii badanego uktadu. Jest to przyczyng ich
niestabilno$ci. Wszystkie uktady daza do uzyskania jak najnizszej entropii [167].

Istnieja metody, umozliwiajace zwigkszenie stabilnosci emulsji. Polegaja one na
stabilizacji emulsji tadunkiem elektrycznym, ,,wzmocnieniu” powierzchni mi¢dzyfazowe;j
oraz na utrudnieniu kontaktu czastek fazy zdyspergowane;j.

2.15.3. Metody stabilizacji emulsji ladunkiem elektrycznym

Metoda ta polega na wprowadzeniu tadunku elektrycznego na powierzchni¢ kropli fazy
zdyspergowanej. Ladunek wprowadzany jest za pomoca czastek adekwatnie dobranego
emulgatora. Zostaje utworzona podwojna warstwa elektryczna wokot kropli  fazy
rozproszonej, ktora powoduje odpychanie poszczegdlnych kropli tej fazy, dzieki czemu
utrudniona zostaje ich flokulacja i koalescencja. Metoda stabilizacji uktadu emulsyjnego jest
zadowalajaca wtedy, gdy do wykonania emulsji wykorzystuje si¢ faz¢ zewnetrzng, dobrze
przewodzaca tadunek. Metoda ta znajduje zastosowanie w praktyce do stabilizacji emuls;ji
typu O/W. Wada metody jest tamanie si¢ emulsji. Spowodowane jest to wprowadzeniem do
uktadu nadmiaru elektrolitow [167,251,252].

2.15.4. Metody polegajace na ,,wzmocnieniu” powierzchni miedzyfazowej

,,Wzmocnienia” granicy faz emulsji dokonuje si¢ za pomocg zwigkszenia upakowania czastek
emulgatora na granicy kropli fazy rozproszonej, co mozemy osiagna¢ dzigki emulgowaniu
uktadu dwoch niemieszajacych si¢ faz uzywajac mieszaniny emulgatoréw. Metoda ta
Zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia koalescencji. W cze$ci doswiadczalnej pracy
stosowano jako emulgatory dla kremow typu O/W - monostearynian glicerolu oraz alkohol
cetylowy, natomiast dla emulsji typu W/O - alkohol cetylowy oraz lanoling [167,252].
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2.16. Metody badania skladu form kosmetycznych

Zgodnie z ustawg o kosmetykach z dnia 30 marca 2001 roku, (Dz.U.z 2001 r. Nr 42 z
poOzniejszymi zmianami, tekst ustawy w wersji ujednoliconej: Dz. U. 2013 r. poz. 475) [170]
aby wprowadzi¢ nowy preparat na rynek, dokumentacja kosmetyku musi zawiera¢ jego
ilosciowy i jakosciowy sktad [253-263].

2.16.1. Badanie skladu kremow komercyjnych zawierajacych karotenoidy za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Chromatografia jest metodg analityczng, ktora wykorzystuje zjawisko roznej szybkosci
migracji sktadnikow analizowanej préby w fazie gazowej lub cieklej. Chromatografie
dzielimy na gazowg lub cieczowg [264-268]. Chromatografia cieczowa wykorzystuje efekt
rozdzialu chromatograficznego z uzyciem cieczy jako fazy ruchomej. Dobdr skladu fazy
ciektej i rodzaju fazy stacjonarnej jest uzalezniony od sktadu badanych probek [269-271].

Odmiang chromatografii cieczowej jest wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC - ang. High Performance Liquid Chromatography), ktéra jest uniwersalng metoda
analityczng, stosowang glownie do analizy ztozonych probek, zwlaszcza zawierajacych
nielotne zwigzki chemiczne, a w szczegdlnosci substancje biologicznie czynne [266-273].

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej charakteryzuje si¢ nastepujacymi
zaletami:

e pozwala na tatwe przeprowadzenie analiz jako$ciowych i ilo§ciowych,

e kolumny HPLC moga by¢ stosowane wielokrotnie bez konieczno$ci regeneracii,
rozdzial probki na tych kolumnach jest lepszy od uzyskiwanych tradycyjnymi
metodami,

e uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ bardzo dobra odtwarzalnoscia,

e czas analizy jest relatywnie krotki,

e pomiar moze by¢ catkowicie zautomatyzowany.

e technike¢ rozdziatu HPLC tatwo jest polaczy¢ z wieloma rodzajami detekcji [267].

Oznaczanie skladu mieszaniny substancji, z reguly wigze si¢ z koniecznoscig
rozdzielenia na poszczegdlne skladniki lub grupy substancji. Mozliwe jest wtedy ustalenie
zawartosci analitu w badanej probce, czyli dokonanie oznaczenia - analizy ilo$ciowe;.
Wyznaczenie zaleznosci pomigdzy warto$cia sygnatu detektora, a st¢zeniem/ masa sktadnika
przeplywajacego przez naczynko pomiarowe detektora, pozwala na wykonanie kalibracji.

W praktyce uzywa si¢ czterech zasad oznaczania ilosciowego (tab.8) [267]:

e metoda krzywej kalibracyjnej (tzw. ,,metoda wzorca zewngtrznego™),

e metoda wzorca wewngtrznego,

e metoda normalizacji (najczgsciej metoda normalizacji ze wspotczynnikami
korekcyjnymi),

e metoda dodatku wzorca.
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Tab. 8. Metody oznaczania ilosciowego w HPLC [267].

Metoda Opis
krzywej e stosujac te metode nie oznacza sie rzeczywistego stezenia, a zawarto$¢ wzgledna.
kalibracyjnej Uzyskiwany wynik odzwierciedla ,,umowng zawarto$¢” substancji w badanym

materiale. Zaletg tej metody jest porownywalno$¢ otrzymanych wynikow oraz
prosty sposob postegpowania kalibracyjnego. Metoda jest tatwa do odtworzenia w
innym laboratorium.

wzorca o trudnos¢ stanowi znalezienie analitu, ktory wykazuje podobne wiasciwosci do
wewnetrznego badanych substancji oraz jednocze$nie rozdziela si¢ od pozostatych sktadnikow
badanej mieszaniny w stosowanych warunkach chromatograficznych.
e wzorzec wewnetrzny powinien charakteryzowac si¢ znang chemiczng struktura,
wysoka czystoscia,
¢ zastosowanie tej metody kompensuje bledy zwiagzane z utratg analitow podczas
jej przechowywania na etapie przygotowywania probki lub niepowtarzalnego
dozowania szczegolnie bardzo matych ilosci,
e techniki rozcienczania izotopowego, ktore czesto sg stosowane w technice MS,
s odmiang metody standardu wewngtrznego. W rozcienczeniu izotopowym
wzorzec wewnetrzny jest ta samag substancja lecz zbudowana z izotopu takiego
jak deuter, tryt lub radioizotopy. W przypadku wykorzystywania radioizotopow
stosuje si¢ detektor radiometryczny- najczulszy ze wszystkich istniejacych
umozliwiajacy oznaczenie nawet 50 czasteczek.

normalizacji e stosujac ta metode nie oznacza si¢ rzeczywistego stezenia grupy, lecz stezenie
orientacyjne, w przypadku stosowania tzw. ,,normalizacji prostej” dla
wszystkich detektorow oprocz FID- LC w przypadku weglowodorow i
detektora CORONA- dla wszystkich analitow.

e grupy oznaczanych substancji musza si¢ charakteryzowac zblizonymi
warto$ciami wspotczynnika odpowiedzi, w przeciwnym razie trzeba
zastosowa¢ normalizacje ze wspotczynnikami korekcyjnymi. Konieczna jest
wowczas znajomos¢ tzw. wspotczynnika odpowiedzi.

dodatku wzorca | e metode wykorzystuje sig, gdy oznaczeniu poddaje si¢ wielosktadnikowe probki
roznigce si¢ sktadem matrycy, ktéra jest dodatkowo ztozona lub nieznana.

o warunkiem koniecznym, umozliwiajacym stosowanie tej metody jest wprost
proporcjonalna zaleznos$¢ rejestrowanego sygnatu od stezenia oraz zerowy
sygnal §lepej proby.
¢ na podstawie uzyskanych chromatogramow wykresla si¢ zalezno$¢ przyrostu
powierzchni lub wysokos$ci pikow od ilosci analitu dodanego do probki
(sktadnika oznaczanego).

Badania oznaczenia zwartosci karotenoidow w formulacjach kosmetycznych
przeprowadzono na podstawie norm europejskich PN- EN 12823-2 (Artykuly zywnoS$ciowe.
Oznaczanie zawarto$ci witaminy A metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej) oraz
normy PN-90 A-75101/12 (Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie probek i metody
badan fizykochemicznych. Oznaczanie zawartosci sumy karotenoidow i [-karotenu).
Przeprowadzenie pierwszej syntezy karotenoidow spowodowato opracowanie metod
oznaczenia ilosci tych zwigzkéw w produktach spozywczych. Stosuje si¢ rdzne techniki
oznaczenia  karotenoidow:  cienkowarstwowag  chromatografi¢ = cieczowa  (TLC),
spektrofotometric UV-Vis oraz wykorzystywang w niniejszej pracy doktorskiej
wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC). Oznaczenia karotenoidow za pomoca
wyzej wymienionej metody zostalo wprowadzone w roku 1971 przez Stewarta i Wheatona.
Badali oni ilo$¢ karotenoidow w ekstrakcie z owocoéw cytrusowych.
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Do oznaczenia karotenoidow stosuje si¢ wiele roznych metod. Najbardziej popularne
zostaly przedstawione w tabeli 9.
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Tab. 9.

Metody oznaczenia karotenoidéw za pomocag wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

Typ probki Analizowany Faza Faza ruchoma Detekcja - Literatura
karotenoid stacjonarna dlugosé fali
warzywa zielone [-karoten ODS- metanol/ acetonitryl/chloroform/woda 450 nm [268]
Hypersil, 3 (200:250:90:11)
pm
groszek, marchewka, 9-cis, 13-cis, oraz | Vydac 201 methanol/ chloroform 475 nm [269]
stodki ziemniak, all-trans- - TP, 5 pm (94:6)
jarmuz, szpinak, dynia, karoten
morela, brzoskwinia
marchewka, ziemniak, a-karoten, Partisil 5 acetonitryl/ tetrahydrofuran/ woda 470 nm [270]
boréwka -karoten ODS (85:12,5:2,5)
margaryna karoteny, LiChrosorb heksan/ eter naftowy 453 nm [271]
witamina A Si-60, 5 um (92:8)
sok pomarafnczowy a-karoten, Vydac 201 metanol/ chloroform 475 nm [272]
p-karoten, TP, 5 um (90:10)
zeaksantyna
warzywa i owoce kantaksantyna, Vydac 201 metanol/acetonitryl/ tetrahydrofuran 470 nm [273]
a-karoten, TP, 5 um (52:40:8)
B-karoten, likopen
papryka zeaksantyna, Zorbax A= aceton/ woda 460 nm [274,275]
-karoten, ODS, 5 um (75:25)
B -kryptoksantyna B= aceton/ metanol
(75:25)
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2.17. Badanie kinetyki uwalniania z formulacji kosmetycznych

Badanie kinetyki uwalniania stanowi nowoczesng metode, okre§lajacg dostepnosc
sktadnikow czynnych zawartych w produktach kosmetycznych. Metoda ta przyczynia si¢ do
oceny jako$ciowej koncowego preparatu. Znalazta ona swoje zastosowanie na kilku etapach
produkcji: w stadium poczatkowym opracowania formulacji kosmetycznych oraz w
koncowych etapach majacych za zadanie potwierdzenie powtarzalnosci procesu
produkcyjnego dla kazdej serii produktu kosmetycznego [276]. Do$wiadczenie to ocenia
zdolno$¢ dyfuzji substancji aktywnej z bazy kosmetycznej przez membrang do
odpowiedniego roztworu. Na badanie dostepnosci substancji czynnej wptywaja nastgpujace
czynniki: wlasciwy dobdr membrany dializacyjnej, ktéra imituje bariere skorng, ptynu
akceptorowego oraz temperatury procesu. Zastosowane membrany powinny charakteryzowaé
si¢ duza porowatoscig, minimalng grubo$cig oraz obojetnoscia w stosunku do plynu
akceptorowego, jak 1 bazy emulsji. Cechy te ulatwiaja dyfuzje substancji czynnej [276].
Membrany sa odpowiedzialne za utrzymanie badanego preparatu w stalym miejscu.
Zapobiegaja réwniez zmianie powierzchni uwalniania oraz chronig przed przedostaniem si¢
czasteczek substancji pomocniczych do ptynu akceptorowego. W doswiadczeniu polegajacym
na uwalnianiu substancji aktywnej stosuje si¢ ptyny akceptorowe (medium) o whasciwosciach
zblizonych do warunkow fizjologicznych skéry. Substancja, ktéra chcemy zbadaé musi by¢
rozpuszczalna w medium. Istotnym parametrem, wptywajacym na wyniki badania jest pH
ptynu akceptorowego [276,277]. Najodpowiedniejsze pH roztworu zblizone jest do pH skory
cztowieka (zakres pH 5-6). W przypadku gdy substancja aktywna jest rozpuszczalna w
wodzie uzywa si¢ najczesciej bufor fosforanowy jako ptyn akceptorowy, natomiast gdy
substancja czynna nie jest rozpuszczalna w wodzie stosuje si¢ roztwor wodno - alkoholowy.

Badanie dostepnosci substancji aktywnej z formulacji kosmetycznych przeprowadzany
jest najczesciej w temperaturze 25, 32 lub 37°C. Czas analizy zalezy od rozpuszczalno$ci
badanej substancji czynnej [278,279]. W celu uzyskania poprawnych wynikéw uwalniania
zalecane jest wykonanie szeSciu niezaleznych pomiarow.

W tabeli 10 przedstawiono przyktadowe substancje aktywne stosowane w przemysle
kosmetycznym dla ktorych wyznaczono kinetyke uwalniania.
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Tab. 10. Przyktadowe substancje aktywne stosowane w przemysle kosmetycznym dla ktorych

wyznaczono kinetyke uwalniania.

Nazwa substancji aktywnej Stosowany aparat | Literatura
Diklofenak sodu (dziatanie przeciwbolowe) Aparat topatkowy [280]
FPVI- Varian 7025
Heparyna (dziatanie przeciwzakrzepowe) Aparat topatkowy [281]
VK- 7010
Izotretynoina (dziatanie przeciwtradzikowe) Aparat topatkowy [281]
VK-7010
Octan hydrokortyzonu (dziatanie przeciwzapalne) Komora Franza [282]
Polifenole (dziatanie przeciwzapalne, przeciwbakteryjne) Komora Franza [283]
Rutyna (dziatanie pielggnacyjne) Komora Franza [284]
(d) - alfa -tokoferol - witamina E (hamuje procesy starzenia si¢ skory, Komora Franza [285]
zwigzane z niszczacym dziataniem aktywnych form tlenu)
Octan retinylu - prowitamina A (dziatanie stymulujace, zmniejsza Komora Franza [285]
zZmiany pojawiajgce si¢ wraz z procesem starzenia, jest ona niezbgdna
do prawidlowego formowania si¢ i regulowania wzrostu komorek
skory)
Kwas askorbinowy - witamina C (przeciwdziata procesom starzenia Komora Franza [285]
si¢ skory)
Pirydoksyna - witamina B6 (przy$piesza procesy gojenia si¢ skory) Komora Franza [285]
Kwas retinowy (dziatanie ztuszczajace, przeciwdziata procesom Komora Franza [286]
starzenia si¢ skory)
Nikotynamid (dziatanie przeciwbakteryjne) Komora Franza [287]
Olej palmowy (dziatanie uspokajajace, odzywiajace skore) Komora Franza [288]
Kapsaicyna (przeciwdziatanie rozwojowi nowotworowi prostaty) Komora Franza [289]
Oktylo Metoksycynamonian (OMC) (ochrona przed niekorzystnymi Komora Franza [290, 291]
skotkami promieniowania UV)
Kwas salicylowy (wtasciwosci zluszczajace, przeciwbakteryjne) Komora Franza [290]
Cyklodekstryna (pochtania nieprzyjemne zapachy) Komora Franza [292]
Ekstrakt z tymianku Metoda [293]
membranowa przy
uzyciu aparatu wg
Mutimera
Arbutyna (dziatanie rozjasniajace) Aparat do badania [294]

uwalniania 600 HH,
Erweka
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CEL PRACY

Analiza danych zrédtowych z pismiennictwa wykazata, ze karotenoidy znajduja coraz
szersze zastosowanie w walce o zdrowy oraz mtodszy wyglad naszej skory [123]. Duze
zainteresowanie naturalnymi preparatami kosmetycznymi, przeznaczonymi do pielegnacji
skory stwarza potrzebe cigglego doskonalenia i opracowywania nowych receptur
kosmetycznych. Dlatego tez w ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe
opracowania i przetestowania oryginalnego produktu kosmetycznego, przeznaczonego do
pielegnacji skory, zawierajagcego w swoim sktadzie karotenoidy. Przeprowadzone badania
miaty na celu ocen¢ przydatnosci karotenoidow - prekursoréw witaminy A, w pielggnacji
skory oraz okreslenie ich wlasciwosci fizykochemicznych.

W celu realizacji powyzszych zalozen zaplanowano nastepujace zadania:

» opracowanie metodyki oznaczania karotenoidow w preparatach kosmetycznych za
pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),

* oznaczanie zdolno$ci antyoksydacyjnej produktow kosmetycznych zawierajacych
karotenoidy,

» analiz¢ jako$ciowa karotenoidow zawartych w komercyjnych kremach za pomoca
spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-IR),

* dlugoterminowe badania stabilno$ci emulsji kosmetycznych przygotowanych réznymi
metodami,

« testy in vivo (badania aplikacje na probantach) z wykorzystaniem przygotowanych
emulsji kosmetycznych zawierajacych f-karoten. Pomiary nawilzenia, elastycznosci
skory, przeznaskorkowej utraty wody (TEWL), zawartosci tluszczu na skorze
odpowiednio wyselekcjonowanych ochotnikéw oraz okreslenie wpltywu rodzaju
formulacji na biodostepno$¢ wybranych karotenoidow za pomocg specjalnego paska
(,.tape stripping”),

* badanie zdolnos$ci wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu przez
samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne typu O/W, W/O oraz O/W na
zimno oraz komercyjne zawierajace karotenoidy,

 testy in vitro (badanie kinetyki uwalniania) preparatow kosmetycznych zawierajacych
B-karoten, likopen, astaksantyne.

Przestanka do zrealizowania powyzszych zadah byt zamiar otrzymania preparatow
kosmetycznych o antyoksydacyjnym spektrum dzialania, wptywajacych na poprawe
nawilzenia 1 innych parametrow skory. Integralng czg$¢ pracy doktorskiej stanowito
zaproponowanie procedury umozliwiajacej okreslenie biodostgpnosci karotenoidow z
wykorzystaniem metody zdzierania (,.strippingu”) oraz Kkinetyki uwalniania substancji
aktywnej z formulacji kosmetycznych z wykorzystaniem komory dyfuzyjnej.
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Materialy wykorzystane w badaniach

W ramach niniejszej pracy doktorskiej prowadzono badania z zastosowaniem
preparatow kosmetycznych zawierajacych karotenoidy.

4.1.1. Formulacje komercyjne

Materialy stosowane do badan stanowily kosmetyki komercyjne (tab. 11-13)
zawierajace nastgpujace karotenoidy: B-karoten, likopen oraz astaksantyne.

Tab. 11. Spis komercyjnych formulacji zawierajacych [-karoten.

Nazwa kosmetyku Rodzaj i funkcje
AA ECO Carrot krem antyoksydacyjny
Ava Laboratorium, krem karotenowy krem przeciwzmarszczkowy
Bielenda Karoten Przeciwzmarszczkowy krem do twarzy na dzien/noc
Bielenda Karoten masto do ciata
Cerkobalm balsam z B-karotenem do pielegnacji skory suchej
Cashmere Care Express Illuminator krem liftingujacy, rozswietlajacy, usuwajacy oznaki
zmeczenia i stresu
Dax Men krem dla me¢zczyzn, energizujacy, przeciw
oznakom zmeczenia
Sylveco, krem brzozowo-rokitnikowy z krem do pielggnacji skory wrazliwej atopowej oraz
betuling przesuszonej
Sylveco, lekki krem rokitnikowy krem przeciwstarzeniowy, odzywczy,
rewitalizujacy oraz przywracajacy blask
Tolpa Planet of Nature odmtadzajacy krem przeciwzmarszczkowy 45+
Ziaja, Sopot Roz$wietlanie krem opalizujacy

Tab. 12. Spis komercyjnych formulacji zawierajacych likopen.

Nazwa kosmetyku Rodzaj i funkcje
AA ECO Pomidor krem wzmacniajacy
Eveline, Koenzymy Mtodosci Q10 plus R przeciwzmarszczkowy krem pod oczy
Mincer Pharma, Eco Innovation przeciwstarzeniowy krem na dzien i na noc

Tab. 13. Spis komercyjnych formulacji zawierajacych astaksantyne.

Nazwa kosmetyku Rodzaj i funkcje
Oriflame, Time Reversing Intense Deep krem przeciwzmarszczkowy na noc
Night Reformer
Oriflame, Time Reversing Intense Every Day krem przeciwzmarszczkowy na dzien
Perfector
Oriflame, Time Reversing Intense Eye krem roz§wietlajacy pod oczy
Illuminator
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4.1.2. Samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne

Do badan uzyto rowniez samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne typu: O/W,

WI/O oraz O/W na zimno.

4.1.3. Wykaz odczynnikow chemicznych stosowanych w pracy

W niniejszej pracy do prowadzenia badan zastosowano odczynniki chemiczne zebrane

w tabeli 14.

Tab. 14. Spis odczynnikéw chemicznych stosowanych do badan.

Nazwa wraz z czystoS$cia Nazwa chemiczna (wg Nazwa wg INCI Firma
IUPAC)
aceton, 99,5%, cz.d.a. propanon acetone POCH
acetonitryl, 99,9%, cz.do acetonitryl acetonitryle J.T. Baker
HPLC
alkohol cetylowy, cz.d.a. 1-heksadekanol cetyl alkohol Sigma-Aldrich
alkohol etylowy, 96,0%, etanol ethanol POCH
cz.d.a.
alkohol metylowy, cz.d.a. metanol methanol POCH
alkohol metylowy, 99,8%, metanol methanol J.T. Baker
cz. do HPLC
alphaflow 20 (uwodorniony uwodorniony polidecen alphaflow 20 CréationsCouleurs
polidecen)
astaksantyna,< 98,0%,cz. 6-hydroksy-3- astaxanthin TriMen
[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15
E,17E)-18-[4-hydroksy-2,6,6-
trimetylo-3-okso-1-
cykloheksenylo]-3,7,12,16-
tetrametyloktadeka-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-
nonaenylo]-2,4,4-trimetylo-1-
cykloheks-2-enon
astaksantyna,< 94,0%,cz. 6-hydroksy-3- astaxanthin TriMen
[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15
E,17E)-18-[4-hydroksy-2,6,6-
trimetylo-3-okso-1-
cykloheksenylo]-3,7,12,16-
tetrametyloktadeka-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-
nonaenylo]-2,4,4-trimetylo-1-
cykloheks-2-enon
B-karoten,< 97,0%, cz. 1,3,3-trimetylo-2-[3,7,12,16- [-carotene TriMen
tetrametylo-18-(2,6,6-
trimetylocykloheks-1-en-1-
yl)oktadeka-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-
1-yl]cykloheks-1-ene
fB-karoten < 97,0%, cz. 1,3,3-trimetylo-2-[3,7,12,16- [3- carotene Sigma Aldrich

tetrametylo-18-(2,6,6-
trimetylocykloheks-1-en-1-
yl)oktadeka-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-
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1-yl]cykloheks-1-ene

creagel EZ7 (poliakrylamid, | poliakrylamid, uwodorniony Creagel EZ7 Créations Couleurs
uwodorniony polideken, polideken, eter
eter laurylowypolioksyetylenu
laurylowypolioksyetylenu)
czerwien Kongo sol disodowa kwasu 4- direct red 28 Sigma Aldrich
amino-3-[4-[4-(1-amino-4-
sulfonatonaftalen-2-
ylo)diazenylofenylo]fenylo]
diazenylonaftaleno-1-
sulfonowego
dichlorometan, cz. do dichlorometan dichloromethane J.T. Baker
HPLC
diwodorofosforan potasu, diwodorofosforan potasu potassium Chem-Lab NV
cz.d.a. dihydrogen
phosphate
dpph( 1,1-difenylo-2- 1,1-difenylo-2- dpph Sigma Aldrich,
pikrylohydrazyl), cz.d.a. pikrylohydrazyl
kwas askorbinowy, cz. (r)-3,4-dihydroksy-5-((s)-1,2- ascorbic acid Sigma Aldrich
dihydroksyetylo)furan-2(5h)-
on
kwas ortofosforowy, cz. trihydroksydooksydofosfor phosphoric acid J.T. Baker
Lanolina lanolina lanolin FlukaAnalytical
likopen, < 85,0%, cz. (6E,8E,10E,12E,14E,16E,18E, lycopene Sigma Aldrich
20E,22E,24E,26E)-
2,6,10,14,19,23,27,31-
oktametylodotriakonta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,
26,30-tridekaen
likopen < 75,0%, cz. (6E,8E,10E,12E,14E,16E,18E, lycopene TriMen
20E,22E,24E,26E)-
2,6,10,14,19,23,27,31-
oktametylodotriakonta-
2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,
26,30-tridekaen
monostearynian glicerolu, oktadekanian 2,3- glycerol Sigma-Aldrich
cz. dihydroksypropylu monostearate
n-heksan, 99,0%, cz.d.a. n-heksan n-hexane POCH
octan etylu, 99,9%, cz. do etanian etylu ethylacetate Sigma- Aldrich
HPLC CHROMASOLV
olej stonecznikowy olej sunflower oil -
woda destylowana =
woda, gradient grade do tlenek diwodoru water J.T. Baker,
HPLC
wodorotlenek potasu, cz. wodorotlenek potasu potassium P.P.H. Stanlab
hydroxide
Wodorotlenek sodu, 98,8%, wodorotlenek sodu sodium hydroxide POCH

cz.d.a.

wosk pszczeli, Ph.cz.

wosk pszczeli

beeswax

Fluka Analytical
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V.

Metodyka

5.1. Preparatyka kremow

5.1.1. Przygotowanie kreméw typu O/W

W zlewce o pojemnos$ci 25 ml przygotowano faze thuszczowa przez odwazenie 6,499
g oleju stonecznikowego, 2,997 g alkoholu cetylowego oraz 2,003 g monostearynianu
glicerolu (tab.15). W drugiej zlewce o pojemnosci 50 ml odwazono 40,000 g wody
destylowanej. Faze tluszczowa ogrzano na tazni wodnej w temperaturze 70°C do momentu
stopienia wszystkich sktadnikéw. Faze wodna ogrzano na tazni wodnej do osiaggnigcia przez
nig temperatury okoto 70°C, a nastegpnie przeniesiono ja na mieszadto magnetyczne. Caty
czas intensywnie mieszajac dodano do niej, matymi porcjami, faz¢ thuszczows. Pozostawiono
na mieszadle do ostygnigcia. Nastepnie dodano odpowiedni karotenoid i mieszano jeszcze

przez 5 min. Otrzymano krem o lekkiej konsystencji (rys. 24).

Tab. 15. Sktadniki kreméw typu O/W.

Sklad

Zawarto$¢[%=+0,001]

B-karoten
Likopen
Astaksantyna

Olej stonecznikowy 12,620
Monostearynian glicerolu 3,890
Alkohol cetylowy 5,820
Woda destylowana 77,664
Karotenoidy: 0,006

Rys. 24. Krem typu O/W.
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5.1.2. Przygotowanie kremow typu W/O

Sktadniki thuszczowe: lanoling, olej stonecznikowy, wosk pszczeli oraz alkohol
cetylowy ogrzano do temperatury 70°C (tab. 16). Jednoczes$nie ogrzano wode destylowang do
uzyskania tej samej temperatury, co dla sktadnikéw fazy ttuszczowej. Po calkowitym
rozpuszczeniu sktadnikow fazy thuszczowej, dodano do nich wodg, uktad caly czas mieszano
intensywnie na mieszadle magnetycznym. Nastepnie dodano odpowiedni karotenoid i
mieszano jeszcze przez 5 min. Otrzymano krem jak na rys.25.

Tab. 16. Sktadniki kreméw typu W/O.

Sklad Zawarto$¢[%=+0,001]

Lanolina 10,210

Olej stonecznikowy 39,900

Wosk pszczeli 4,990

Alkohol cetylowy 4,990

Woda destylowana 39,904

Karotenoidy: 0,006
[B-karoten
Likopen

Astaksantyna

Rys. 25. Krem typu W/O.

5.1.3. Przygotowanie kremow typu O/W na zimno

W pierwszej zlewce o pojemnosci 50 ml odwazono 5,000 g Creagel oraz 8,500 ¢
Alphaflow (tab. 17). W drugiej zlewce o pojemnosci 50 ml odwazono 36,5497 g wody
destylowanej. Zawartos¢ pierwszej zlewki, w temperaturze pokojowej, doktadnie wymieszano
na mieszadle magnetycznym. Caty czas mieszajac, matymi porcjami, dodano wode
destylowang. Nastepnie dodano odpowiedni karotenoid i mieszano jeszcze przez 5 min.
Otrzymano gesty krem o biatej barwie (rys. 26).
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Tab. 17. Sktadniki kremoéw typu O/W na zimno.

Sklad

Zawarto$¢[%=+0,001]

Creagel EZ7 - uwodorniony polideken, eter 10,000
Laurylowypolioksyetylenu

Alphaflow 20 - uwodorniony polidecen 17,000
Woda destylowana 72,994
Karotenoidy: 0,006

[-karoten

Likopen

Astaksantyna

Rys. 26. Krem typu O/W na zimno.

5.2. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych kremoéw zawierajacych

karotenoidy

5.2.1. Pomiar lepkoSci

Otrzymane emulsje kosmetyczne zbadano pod wzgledem ich lepkosci. Lepkosé
emulsji kosmetycznych jest istotnym parametrem fizykochemicznym, to od niej zalezy
smarowno$¢ emulsji oraz uwalnianie z niej substancji czynnych. Lepko$¢ zdefiniowa¢ mozna
jako wtasciwos¢ substancji ptynnych oraz plastycznych ciat statych, ktorg charakteryzuje opor
wewngetrzny stawiany przez badane substancje, przeciw ptynigciu. Pomiary lepkosci dokonuje
si¢ za pomoca lepkosciomierza [295]. Do badania kreméw zawierajacych karotenoidy
wykorzystano lepko$ciomierz rotacyjny z nastawianym momentem $cinajacym (rys. 27).
Urzadzenie to mierzy opor lepkosciowy na krecacym si¢ dysku, zanurzonym w badanym

osrodku.
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Rys. 27. Lepkos$ciomierz rotacyjny Rheotec.

Na skutek obrotéw wrzeciona pomiarowego nastgpuje $cinanie badanej probki, ktorej
miarg lepkosci jest predkos¢ obrotowa ustalajaca si¢ po przylozeniu zadanego momentu
obrotowego. Wrzeciono wyposazone w dysk stosowane jest do badania substancji o
niewielkiej lepkosci. Probki o duzej lepkosci mierzy si¢ za pomocg wrzeciona posiadajacego
walec.

Wiskozymetr rotacyjny RCO2 firmy Rheotec, ktory zostat uzyty do badan, posiada 6
réznych wrzecion, ktore dobiera si¢ odpowiednio do lepko$ci probki. Umozliwia to
prowadzenie pomiaru lepkosci przy roznych predkosciach wrzecion w szerokim zakresie od
20 do 13000000 [mPa‘s]. Opor stawiany ruchowi wrzeciona przez badang probke zmienia si¢
proporcjonalnie do wielko$ci wrzeciona i szybkosci jego obracania si¢. Zalezy on od lepkosci
badanej substancji. Warto$¢ kata odchylenia wrzeciona w odniesieniu do sprezyny daje
warto$¢ momentu obrotowego. Stosunek momentu obrotowego do predkosci wrzeciona
nazywany jest lepkoscig istotng, wyrazong w jednostce [mPa's]. Wiskozymetry rotacyjne
charakteryzuja si¢ duza doktadno$cig pomiardéw [295].

W celu zbadania lepkosci wszystkich formulacji kosmetycznych, bedacych
przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej, w waskich zlewkach umieszczono przygotowane
probki. Pomiary wykonywano przy uzyciu wszystkich wrzecion, rozpoczynajac od
najwolniejszych obrotow. Badania przeprowadzono od razu po sporzadzeniu kremu oraz po
uptywie 100 dni. Przez okres trwania badania preparaty kosmetyczne przechowywane byly w
r6znych warunkach:

* temperatura pokojowa z dostepem $Swiatta,
* temperatura pokojowa bez dostepu $wiatla,
* temperatura 4°C,

* temperatura 45°C.

5.2.2. Badanie wartos¢ pH

Zbadano rowniez wartoS¢ pH przygotowanych wczesniej emulsji zawierajacych
karotenoidy oraz emulsji komercyjnych. Badania przeprowadzono od razu po sporzadzeniu
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kremu oraz po uptywie 100 dni. Przez ten czas preparaty przechowywane byty w warunkach

opisanych w paragrafie 6.2.1. Oznaczenie wykonano wedlug normy BN-77/6140-01/07 [296].
Do zlewki o pojemnosci 100 ml odwazono 5g wczesniej przygotowanych kreméw. Do

pomiaru zastosowano pehametr firmy Shott (rys. 28) wyposazony w elektrode kombinowana.

SCHOTT

Rys. 28. Pehametr firmy Shott.

5.2.3. OKreslenie typu emulsji metodg mikroskopowa

Typ otrzymanych formulacji kosmetycznych okre§lono przy uzyciu mikroskopu. Metoda
polega na dodaniu do badanej emulsji barwnika, a nastepnie jej obserwacji pod mikroskopem.
Wybarwieniu ulega faza, ktéra rozpuszcza dany barwnik (rys. 29). Do wybarwienia fazy
wodnej stosuje si¢ barwnik o charakterze hydrofilowym, np. oranz metylowy lub czerwien
Kongo natomiast faze tluszczowa wybarwia si¢ barwnikiem Sudan IV o charakterze
liofilowym.

w/fo o/w

Rys. 29. Obraz mikroskopowy emulsji zabarwionej rozpuszczalnym w wodzie barwnikiem.
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Rys. 30. Mikroskop optyczny potaczony z komputerem do okreslania rodzaju emulsji.

W celu przeprowadzenia pomiaru 1 gram emulsji doktadnie potagczono z barwnikiem
czerwien Kongo (s6l disodowa kwasu 4-amino-3-[4-[4-(1-amino-4-sulfonatonaftalen-2-
ylo)diazenylofenylo]fenylo]diazenylonaftaleno-1-sulfonowego), az do uzyskania jednolitej
konsystencji. Do ucierania mieszaniny wykorzystano mozdzierz. Tak przygotowang
mieszaning nalozono w postaci cienkiej warstwy na szkietko podstawowe i1 przykryto
szkietkiem nakrywkowym, a nastepnie okreslano typ emulsji za pomoca mikroskopu
optycznego Novex Holland (rys. 30).

5.2.4. OKkreslenie wspélczynnika refrakcji otrzymanych emulsji kosmetycznych

Wyznaczono wspotczynnik refrakcji $wiatta przygotowanych emulsji. Wielko$¢ ta
opisuje zatamanie $wiatla przy jego przejsciu z jednego osrodka do drugiego. Liczbowo
wspotczynnik zatamania §wiatla (n) wyrazany jest jako stosunek predkosci §wiatla w jednym
os$rodku(v;)do predkosci w drugim osrodku (v5):

n=vi vy

Wspotezynnik refrakcji jest wielkoscig charakterystyczng dla danej substancji i jest pomocny
w jej identyfikacji. Jego wartos$¢ liczbowa zalezy od takich parametrow, jak gestos¢, stezenie,
temperatura substancji badanej 1 otoczenia, a takze od dlugosci fali $wiatla widzialnego
przechodzacego przez badany osrodek [297].

Pomiaru wspoétczynnika refrakcji dokonano za pomocg refraktometru przenos$nego
firmy Mettler Toledo (rys. 31). Badanie wykonuje si¢ poprzez naniesienie na okienko
pomiarowe niewielka ilo$¢ badanej formulacji kosmetycznej. Nastepnie dokonuje si¢ odczytu.
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Rys.31. Refraktometr 30PX firmy Mettler Toledo.

5.3. Oznaczanie zawartos$ci karotenoidow w preparatach kosmetycznych
za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej

5.3.1. Oznaczanie B-karotenu

W badaniach oznaczania zawartosci p-karotenu w komercyjnych kremach z
wykorzystaniem metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej uzyto norm opisujacych
oznaczanie karotenoidow w produktach spozywczych: PN-EN 12823-2 (Artykuly
zywnos$ciowe. Oznaczanie zawarto$ci witaminy A metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej) oraz PN-90 A-75101/12 (Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie probek
i metody badan fizykochemicznych). Do oznaczania zawarto$¢ B-karotenu w preparatach
kosmetycznych odpowiednio zmodyfikowano ww. metody [298-301]. Do iloSciowego
oznaczenia zawarto$ci f-karotenu w  ogo6lnodostepnych kremach kosmetycznych
wykorzystano chromatograf cieczowy Varian 920-LC. W tabeli 18 przedstawiono warunki
oznaczania zawartosci B-karotenu w kremach komercyjnych.
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Tab. 18. Warunki oznaczania zawarto$ci B-karotenu w komercyjnych kremach za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
WARUNKI PROWADZENIA POMIARU

Kolumna chromatograficzna Zorbax SB- C18
(250x4,6mm; 5,0pum)
Faza ruchoma A: metanol: woda (80:20 v/v)
B: octan etylu
Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej Iml/min
Dtugosc¢ fali detektora UV-Vis, przy A =450 nm
ktorej prowadzono detekcje
Objetos¢ dozowanych probek 10ul
Elucja gradientowa Czas [min] A [%] B [%]
0,0 80,0 20,0
2,5 77,5 22,5
20,0 50,0 50,0
24,0 20,0 80,0
31,0 0,0 100,0
Czas analizy 31 min

Przygotowanie probki do badan polegato na przeprowadzeniu: homogenizacji kremu,
zmydlaniu pod chtodnica zwrotng, do przeprowadzenia ktéorego uzyto 1g kwasu
askorbinowego, 30 ml alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu, a w ostatnim etapie
ekstrakcji za pomoca 10ml n-heksanu. Roztwor wzorcowy przygotowano przez odwazenie 5
mg B-karotenu i rozpuszczenie go w 5 ml kolbce z fazg ruchomg. Nastepie wykonano seri¢
rozcienczen: 2,4,8,10 i 16 ug/ml. Kolbke umieszczono w tazni ultradzwickowej w celu
doktadnego rozpuszczenia P-karotenu. W pierwszym etapie badan wyznaczono krzywa
kalibracyjng dla B-karotenu, na podstawie ktorej oznaczano zawarto$¢ tej substancji aktywnej
w formulacjach kosmetycznych. Identyfikacji zawartosci karotenoidow w probkach
rzeczywistych dokonano na podstawie porOwnania czasOw retencji z czasami retencji
WZOTCcOw.

Na podstawie powierzchni pikow [B-karotenu otrzymanych na chromatogramach
obliczono stgzenie masowe [3-karotenu w preparatach kosmetycznych.

Podczas obliczen korzystano ze wzoru:

gdzie:
Ay - powierzchnia piku uzyskana dla roztworu prébki do badan w jednostkach powierzchni
[MAU -min]
C; - stezenie roztworu wzorcowego o znanej czystosci [pg/ml]
V - catkowita objetos¢ roztworu probki do badan [ml]
A - powierzchnia piku uzyskana dla roztworu wzorca w jednostkach powierzchni
[mMAU-min]
P - masa probki [g]
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5.3.2. Oznaczanie likopenu

W Dbadaniach oznaczania kremdéw komercyjnych zawierajacych likopen z
wykorzystaniem metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej uzyto wymienionych w
rozdziale 6.3.1 norm, metodyki oraz aparatury. Szczegdélowe warunki pomiarow
przedstawiono w tabeli 19.

Tab. 19. Warunki oznaczania zawarto$ci likopenu w kremach komercyjnych za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
WARUNKI PROWADZENIA POMIARU

Kolumna chromatograficzna Zorbax SB- C18
(250x4,6mm; 5,0um)
Faza ruchoma A: acetonitryl: dichlorometan: metanol
(70:20:10 v/v)
Predkos¢ przeptywu fazy ruchome;j Iml/min
Dhugosé fali detektora UV-Vis, przy A =472 nm
ktorej prowadzono detekcje
Objetos¢ dozowanych probek 10l

Czas analizy 10 min

Przygotowanie probki do badan zostalo przedstawione w podrozdziale 4.3.1. Roztwor
wzorcowy przygotowano poprzez odwazenie 5 mg likopenu, rozpuszczeniu go w 5 ml fazy
ruchome;j. Nastepie wykonano seri¢ rozcienczen: 2,4,8,10 i 16 ug/ml. Kolbk¢ umieszczono na
tazni ultradzwiekowej w celu doktadnego rozpuszczenia likopenu.

Obliczen dokonano na podstawie wzoru przedstawionego w podrozdziale 5.3.1.

5.3.3. Oznaczanie stabilnosci B-karotenu oraz likopenu zawartych w samodzielnie
przygotowanych formulacjach kosmetycznych

Do oznaczenia stabilnos$ci B-karotenu w samodzielnie przygotowanych emulsjach

kosmetycznych typu O/W, W/O oraz O/W na zimno uzyto opisanej w podrozdziatach 4.3.1
oraz 4.3.2 norm, metodyki, aparatury oraz warunkow prowadzenia pomiarow.
Sporzadzone emulsje poddano badaniu zaraz po przygotowaniu, po jednym i dwoch
tygodniach oraz po jednym, dwoch oraz po trzech miesigcach. Wyniki zmiany zawarto$ci
karotenoidow w czasie porownywano do odpowiednio przygotowanej probki wyjsciowej ze
znang zawarto$¢ [-karotenu oraz likopenu (6 mg/100 g). Identyfikacji oznaczanych
karotenoidow w probkach rzeczywistych dokonano na podstawie poréwnania ich czasow
retencji z czasami retencji wzorcow.

Obliczen dokonano na podstawie Wzoru opisanego w podrozdziale 5.3.1.
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5.3.4. Oznaczanie astaksantyny

W nimniejszej pracy doktorskiej nie o0znaczono zawartosci astaksantyny w
komercyjnych preparatach kosmetycznych za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Kosmetyki firmy Oriflame, Time Reversing Intense Deep Night Reformer, Time
Reversing Intense Every Day Perfector oraz Time Reversing Intense Eye Illuminatorw sktad,
ktorych wchodzita astaksantyna, zostaty wycofane z rynku.

5.4. Analiza jakoSciowa Kkarotenoidow zawartych w komercyjnych
kremach metoda spektroskopii ostabionego calkowitego odbicia w
podczerwieni (ATR-IR)

Technika ATR-IR wykorzystuje zjawisko catkowitego wewngtrznego odbicia
promieniowania w uktadzie pomiarowym sktadajacym si¢ z krysztatu diamentowego oraz
utozonej na jego powierzchni probki. Wigzka $wiatlta podczerwonego, wielokrotnie
odbijajacego si¢ wewnatrz krysztalu, penetruje na niewielka gleboko$¢ probke emuls;ji.
Otrzymane widma odbiciowe dostarczaja informacji o obecno$ci oczekiwanych grup
funkcyjnych w poréwnaniu z widmami wzorca [302].

Analizy krem6éw komercyjnych zawierajacych karotenoidy wykonano na podstawie
badan Baranowskiego, Schutza oraz Schulza [303]. W celu przygotowania probki odwazono
1 g emulsji. Widma badanych preparatéw wykonano zgodnie z instrukcja obshlugi
spektrofotometru Cary 630 FTIR firmy Agilent Technologies. Przed kazdym pomiarem
krysztat przystawki ATR-IR przemywano acetonem. Zakres liczb falowych promieniowania
wynosit 4000-700 cm™. Rejestracji widm dokonywano z rozdzielczo$cia 16cm™.

5.5. Zdolnos¢ wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu przez komercyjne kremy zawierajace karotenoidy

Aktywno$¢  antyoksydacyjng  komercyjnych  kreméw  oraz =~ samodzielnie
przygotowanych emulsji zawierajacych karotenoidy oznaczano wedlug zmodyfikowanej
metody Branda - Williamsa i wspotpracownikow [304] zuzyciem syntetycznego rodnika
DPPH* (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu - rys. 32). Oznaczanie metodg DPPH' polega na
redukcji obecnego w badanej probce przeciwutleniacza. Redukcja przeprowadzana jest za
pomoca stabilnego rodnika azotowego, co powoduje spadek absorbancji. Niesparowane
elektrony zostajg sparowane przez karotenoidy. Rodnik DPPH™ w roztworach przybiera
barwe purpurowa, ktéra ulega zmianie w wyniku jego reakcji z karotenoidami. Absorbancje
roztworu mierzono przy dtugosci fali A=517 nm.

Alkoholowy roztwor DPPH' przygotowano rozpuszczajac 2,8 mg rodnika DPPH*™
(M=394,32 g/mol) w 100 ml metanolu, nastepnie odczytano jego absorbancj¢ (proba
kontrolna). Roztwor przechowywano w pomieszczeniu bez dostepu $swiatla. Wykonano 16
prob roznych komercyjnych kremoéw zawierajacych karotenoidy. Przygotowanie prob
zawierajacych przeciwutleniacze - 1 gram kremu poddano ekstrakcji metanolem w
rozdzielaczu, nastgpnie gwattownie mieszano przez okoto 5 minut. Nastepnie ekstrakt
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przesagczano za pomocg lejka Biichnera i przechowywano w ciemnym miejscu. Do 3ml
roztworu DPPH, dodano 2 ml wczeséniej przygotowanego ekstraktu. Calos¢ podgrzewano w
tazni wodnej o temperaturze 37°C przez 30 minut. Nast¢gpnie mierzono od zainicjowania
reakcji przez 30 minut absorbancj¢ przy pomocy spektrofotometru UV-Vis.

Wyniki przedstawione zostaly za pomocg procentu wygaszania wolnych rodnikow
obliczonego wedtug wzoru:

% Inhibicji = 100 (Ag-Aq) / Ao

gdzie: Ay - absorbancja roztworu rodnika DPPH® po 30 minutach bez dodatku karotenoidu, A;
- absorbancja roztworu rodnika DPPH® po 30 minutach w obecno$ci karotenoidu [304].

L]
N—N NO;

Rys. 32. Wzor strukturalny rodnika DPPH® (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu).

5.6. Pomiar stabilnoSci emulsji kosmetycznych zawierajacych
karotenoidy metoda wielokrotnego rozpraszania Swiatla

Badanie stabilno$ci przygotowanych emulsji kosmetycznych zostalo przeprowadzone
za pomocg urzadzenia Turbiscan Lab Expert (Formulaction).

Analizowang formulacje umieszczano w cylindrycznej celi pomiarowej. Zrédlem
Swiatta w aparacie jest dioda elektroluminescencyjna, ktora emituje $wiatto bliskiej
podczerwieni o dtugosci fali 880 nm. Aparat posiada rowniez dwa zsynchronizowane sensory
optyczne, ktore odbieraja odpowiednio §wiatto przechodzace przez probke (T, 180° od zrodta
padajacego $wiatla) oraz $wiatto wstecznie rozproszone przez probke (BS, 45° od zZrodia
padajacego $wiatla) - rys. 33. Zasada pomiaru przy pomocy tego urzgdzenia opiera si¢ na
zjawisku wielokrotnego rozproszenia $wiatta. Wyemitowane przez diode¢ fotony ulegaja
wstecznemu rozproszeniu przez czgstki emulsji zanim zostang zebrane na detektorze Swiatta
wstecznie odbitego. Intensywnos$¢ $wiatta wstecznie odbitego zalezy od wielkosci czastek,
objetosci frakcji rozproszonej oraz od roznicy wspdtczynnika zatamania $wiatta fazy ciaglej i
rozproszonej.
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Rys. 33. Schemat dziatania aparatu Turbiscan Lab Expert wraz z jego zdjeciem [305].

Za pomocy aparatu Turbiscan Lab Expert zbadano stabilno$¢ przygotowanych

formulacji kosmetycznych oraz stwierdzono jakie doktadnie zjawisko destabilizacji wystepuje
w badanych kremach. Pomiar stabilnosci emulsji kosmetycznych zawierajacych B-karoten,
likopen oraz astaksantyng przeprowadzano w temperaturze 25°C oraz 45°C od momentu
sporzadzenia preparatow w ciggu 100 dni. Analiza kazdej probki kremu trwata 30 minut z
cz¢stotliwoscig pomiaru co jedng minute.
Glowica optyczna urzadzenia Turbiscan skanuje cata wysoko$¢ probki (do 55 mm), zbierajac
$wiatlo transmisyjne i wstecznie rozproszone, co 40 um. Otrzymane krzywe przedstawiaja
intensywnos$¢ transmisji lub wstecznego rozproszenia $wiatla (%) w funkcji wysokosci celi
pomiarowej (w mm). Pomiar transmisji stosuje si¢ w przypadku analizy probek przejrzystych
1 metnych, a wstecznego rozproszenia do probek nieprzejrzystych [305].

5.7. Badanie rozkladu wielkos$ci czastek emulsji kosmetycznych technika
dyfrakcji laserowej

Zbadano rozklad wielko$ci czastek otrzymanych produktéw kosmetycznych. Do
badan tych wykorzystano analizator wielkosci czastek Mastersizer 2000 (Malvern). Pomiaru
dokonano z uzyciem zjawiska rozproszenia swiatta laserowego. Wigzka swiatta przechodzaca
przez cele pomiarowa rozpraszana jest na czastkach analizowanej probki, a nastgpnie
kierowana w strong odpowiedniego ukladu detektorow, ktére wychwytuja Swiatto
rozproszone pod roznymi katami. Nat¢zenie rozpraszania na czastkach jest dodatkowo
wzmacniane przez zastosowanie w ukladzie pomiarowym $wiatta niebieskiego lasera He-Ne
o dtugosci fali 466 nm. Wynik analizy przedstawiony jest graficznie jako zaleznos$¢ natgzenia
$wiatla rozproszonego docierajacego do poszczegdlnych detektorow od ich numerdw.
Kontrola parametru rozktadu wielkos$ci czastek w jednostce czasu pozwala na identyfikacje
zjawisk destabilizacji emulsji. Krytycznym parametrem wptywajacym na stabilnos¢ uktadow
koloidalnych jest wielko$¢ czastek fazy wewnetrznej. Podstawa tej metody jest zatozenie, ze
rozproszenie $§wiatta, ktoremu ulegaja fotony rozproszone przez czastki dyspersji, zaleza od
wielkos$ci tych czastek. Dla czgstek mniejszych wzrost wielkosci czastek skutkuje wzrostem
intensywnos$ci §wiatla wstecznie odbitego czyli wigksza niestabilno$cia badanego uktadu.
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Natomiast dla wiekszych czastek wzrost wielkosci czastek powoduje spadek intensywnosci
$wiatla wstecznie odbitego czyli uktad charakteryzuje si¢ mniejszg niestabilnoscia.

Mastersizer 2000 (rys. 34) zbudowany jest z przystawki potautomatycznej oraz
ztozonego uktadu pomiarowego. Przystawka stuzy do pomiaréw wszystkich materiatow o
duzej gestosci i/lub polidyspersyjnym rozktadzie. Wbudowane w przystawke mieszadio
umozliwia dyspersj¢ badanej substancji w szerokim zakresie wielko$ci czgstek. Zintegrowana
z mieszadlem pompa ulatwia przeptyw cieczy do wukladu pomiarowego. Sonda
ultradzwigkowa (20 kHz) stuzy do rozbijania aglomeratow czastek, co jest przydatne przy
ocenie zmian stabilnos$ci 1 rozktadu wielkosci czastek emulsji w czasie [306]. Za pomoca
uzytego analizatora bada si¢ dyspersje cieczowe. Zakres pomiarowy urzadzenia miesci si¢ w
zakresie od 0,02 do 1000 pm a pomiar przeprowadzany jest w oparciu o zjawisko dyfrakcji
laserowej z teorig rozpraszania Mie, przedstawiajacg opis rozpraszania elastycznego pola
elektromagnetycznego na jednorodnej kuli o dowolnym rozmiarze i wlasciwosciach
optycznych [307]. Pomiaru przygotowanych emulsji kosmetycznych dokonano od razu po
sporzadzeniu oraz po 100 dniach. Formulacje kosmetyczne przechowywane byly w dwdch
réznych temperaturach, w temperaturze pokojowej, ktérej towarzyszyt dostep lub brak swiatta
oraz w temperaturze45°C.

Wyniki badania przedstawiono jako procenty d(0,1), d(0,5)i d(0,9):

e d(0,1) [um] - 10% z rozktadu czastek znajduje si¢ ponizej tej wartosci,

e d(0,5) [um] - mediana rozktadu czgstek,

e d(0,9) [um] - 90% z rozktadu czastek znajduje si¢ ponizej tej wartosci.

Wyniki opisano réwniez za pomocg $rednich $rednic D (4,3) oraz D (3,2):

e drednica D(3,2) [um] obliczana jest ze stosunku sumy objetosci czastek do sumy ich
powierzchni, jest miarg powierzchni czynnej ziaren tworzacych zawiesing
polidyspersyjna.

e $rednia $rednica D(4,3) [um], ktora obliczana jest na podstawie momentu masy i
objetosci, informuje, gdzie w uktadzie zawiesiny skupiona jest masa czastek.

Rys. 34. Analizator rozktadu wielkos$ci czastek Mastersizer 2000 firmy Malvern.

89



5.8. Badania in vivo przeprowadzone na probantach z wykorzystaniem
samodzielnie przygotowanych emulsji kosmetycznych
zawierajacych p-karoten

Badania przeprowadzono metoda in vivo, czyli przez uzycie testow aplikacyjnych
(naskorkowych) na skorze cztowieka [308]. Tylko substancje aktywne i produkty, ktorych
sktadniki wczesniej nie zostaty uznane za niebezpieczne z powodu wiasciwosci zracych lub
toksycznych mogg by¢ badane z udziatem ludzi [309]. Praca badawcza, zostata rozpoczgta po
uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej (zat. 1). Badania in vivo przeprowadzone zostaty u
zdrowych ochotnikow (tzw. probantow), ktorych dobrano pod wzgledem wieku. Uczestnicy
badania otrzymali wcze$niej przygotowane kremy. Jeden z kreméw zawieral substancje
aktywna - B-karoten, drugi kosmetyk zostal przygotowany bez substancji aktywnej — placebo.
Przed testem przeprowadzone bylo badanie dermatologiczne, podczas ktorego, stwierdzono
brak sktonnosci alergicznych wzgledem uzytego [-karotenu. Zbierane byly rowniez
informacje na temat przebytych lub aktualnych choréb skory 1 ich sposobow leczenia, a takze
na temat ogdélnego stanu zdrowia probanta. Przed przystapieniem do badan kazdy ochotnik
podpisat formularz $wiadomej zgody na udzial w testach (zat. 2,3). Probantom udzielono
szczegotowych informacji na temat celu dos§wiadczenia, sposobu jego przeprowadzania oraz
ewentualnych skutkow ubocznych. Kazda osoba biorgca udzial w badaniu otrzymata
dokumenty, tj. pisemng instrukcje, jak nalezy stosowaé testowany kosmetyk (zat. 4,5) oraz
ankiete, ktorg probanci wypetnili podczas stosowania preparatu (zat. 7). Dzigki ankiecie
mozemy pozna¢ opini¢ przysztych konsumentéw na temat testowanego kosmetyku, co
pozwala na ewentualne zmiany prowadzace do polepszenia walorow kosmetycznych. Badania
trwaty sze$¢ tygodni. W do$wiadczeniu brato udziat 28 osob. Probanci aplikowali badang
substancj¢ na przedrami¢ dwa razy dziennie, rano i wieczorem. W trakcie do§wiadczenia nie
mogli stosowa¢ innych kosmetykow niz testowany [310].

5.8.1. Aplikacja TRUE testéw

Do metod sluzacych ocenie dziatania draznigcego danej substancji (ocena
dermatologiczna) nalezg: testy platkowe polegajace na jednorazowej aplikacji badanej
substancji pod okluzja (ang. on-timeocclusive tests). Do badan zastosowano TRUE test (ang.
Thin-layer Rapid Use Epicutaneous test), ktory zawiera komory IQ Ultra firmy
Chemotechnique Diagnostics. Jest on hipoalergicznym, wodoszczelnym plastrem, na ktorym
znajduje sie¢ 12 komor testowych (rys. 35) [311-313]. Test przeprowadzono na skorze
wszystkich 28-u probantow. Test zostal przyklejony na plecy probantdéw po wczesniejszym
natozeniu do pola pierwszego f-karotenu. Probanci naklejone testy nosili przez 48 godzin.
Ochotnicy zostali poproszeni, aby podczas trwania badania nie moczyli plecow, unikali
promieni slonecznych oraz aby nadmiernie si¢ nie wysilali. Po 48 godzinach zdj¢to plastry 1
sprawdzono czy nie wystapity odczyny alergiczne za pomoca plytki IQ Ultra Reading Plate.

Po uplywie 96 godzin plecy probantéw zostaly ponownie skontrolowane. Przed
przystapieniem do badania probanci podpisali formularz §wiadomej zgody na udzial w
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badaniu testu ptatkowego (zat.2,3) oraz zapoznano ich z informacjami dotyczacymi przebiegu
testu (zat.4, 5). Test ten umozliwia wykrycie czy probant reaguje alergicznie na f-karoten.

Rys. 35. TRUE test.

5.8.2. Badania poziomu nawilZenia naskérka

Badania poziomu nawilzenia naskorka przeprowadzono na 28 probantach, pomiarowi
zostaty poddane prawe i lewe przedramiona probantow, czyli miejsca, gdzie zostat naktadany
krem z B-karotenem oraz krem niezawierajacy substancji aktywnej. Badanie prowadzono za
pomoca zespotu sond MPA 580Courage + Khazaka electronic GmbH potaczonego z
komputerem i wyposazonym w sond¢ do mierzenia temperatury oraz wilgotnosci powietrza.
Badania byly powtarzane co tydzien przez 6 tygodni. Poziom nawilzenia badany byl za
pomoca korneometru, ktory mierzy zawarto§¢ wody w warstwie rogowej naskorka. Pomiar
opiera si¢ na przewodnictwie elektrycznym. Im wigksza zawartos¢ wody w naskorku, tym
mniejsza pojemnosciowa opornos¢, co wskazuje na wyzszy stopien nawilzenia skory.

5.8.3. Pomiar przeznaskorkowej utraty wody

Pomiar przeznaskorkowej utraty wody przeprowadzono na skorze wszystkich
probantéw. Badania przeznaskorkowej utraty wody (TEWL - ang. Transepidermal Water
Loss) wykonano za pomocg tewametru, wchodzacego w sklad zespotu sond MPA 580
Courage + Khazakaelectronic GmbH. Urzadzenie posiada czujniki mierzace wilgotnosc¢ i
temperature, w zwigzku z czym mozna okresli¢ czas utrzymywania si¢ wlasciwego poziomu
nawilzenia skory (szybko$¢ parowania wody).

5.8.4. Badanie poziomu elastycznosci skory

Poziom elastycznosci badany byt za pomoca kutometru potaczonego z wspomnianym
w poprzednich rozdzialach zestawu. Zasada dzialania kutometru opiera si¢ na podci$nieniu
wytwarzanym w urzadzeniu, do ktérego dolaczona jest niewielka sonda. Zaopatrzona jest ona
W otwor, ktorym przyklada si¢ urzadzenie do powierzchni skory. Pod wptywem podci$nienia
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skora jest delikatnie zasysana do wnetrza otworu. Wewnatrz sondy znajduje si¢ optyczny
system pomiarowy. Sklada si¢ on z zrodla i1 receptoréw $wiatla oraz dwoch pryzmatow
ustawionych naprzeciwko siebie, przekazujacych $wiattlo od transmitera do receptora.
Intensywnos$¢ §wiatta zmienia si¢ w zaleznos$ci od stopnia zassania skory przez urzadzenie.
Ludzka skoéra jest lepko spr¢zysta, znaczy to, ze zawiera sktadniki o cechach elastycznych
oraz te o cechach plastycznych. Opor skory przeciwko jej wessaniu do wnetrza sondy
(odporno$¢ na odksztatcenia) oraz zdolno$¢ powrotu odksztatconej skory do pierwotnego
potozenia (elastycznos$¢) sg podstawowymi parametrami warunkujgcymi zdrowg skore.

Wyniki TEWL, nawilzenia 1 elastyczno$ci w grupie stosujacych krem placebo oraz
krem z p-karotenem przestawiono za pomocg S$redniej, odchylenia standardowego oraz
wartosci minimalnej 1 maksymalnej. Za pomocg testu Shapiro - Wilka sprawdzono zgodno$¢
tych parametrow z rozktadem normalnym. W przypadku porownania wynikow TEWL,
nawilzenia 1 elastyczno$ci, kiedy parametry spetniaty kryterium normalno$ci, w celu
wykrycia roéznic stosowano parametryczny test t dla zmiennych niepowigzanych. Testem
Friedmana (a nastgpnie testem post - hoc) sprawdzono, czy istniejg statystycznie istotne
r6znice migdzy wartosciami TEWL, nawilzenia i elastyczno$ci mierzonych na réznych
etapach badania.

5.8.5. Kontrola jakosci stosowanych kreméw

Zgodnie z kontrola jako$ci kremoéw kosmetycznych (wg normy BN-64/6140-02) [314]
okreslono nastepujace cechy:
o wyglad, barwe,
e zapach,
e stabilnos¢.

5.8.6. Ocena sensoryczna

Analiza sensoryczna opiera si¢ na pomiarze 1 ocenie cech preparatu kosmetycznego za
pomoca zmystow dotyku, wzroku oraz wechu. W trakcie badania pod uwage bierze si¢
przedstawione w tabeli 20 wtasciwosci.
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Tab. 20. Ocena sensoryczna badanych emulsji [315].

1. Efekt poduszki

Ilos¢ emulsji odczuwana pomiedzy Niewielka ilos¢ badanego produktu

palcami (wskazujacym i kciukiem) [umieszczono pomiedzy palcami, okreslono
podczas pocierania ich o siebie. wyczuwalng ilo$¢ emulsji.
Efekt tym silniejszy im wigcej

emulsji odczuwa si¢ miedzy

palcami.

2. Jednolitosc Dobry produkt powinien by¢ Jednolitosc i gtadko$¢ oceniono w
jednorodny, o gladkiej naczyniu, a nastepnie po naniesieni unie
powierzchni, bez widocznych wielkiej ilosci kosmetyku rozsmarowano
niejednolitych fragmentow oraz | ruchem kolistym na oczyszczonej skorze

pecherzykow powietrza. przedramienia.
3. Konsystencja |Jest wynikiem gestosci i spojnosci | Zanurzono palec w emulsji pod katem 45-
emulsji.

60°, a nastepnie szybko wyjeto. Zwrocono
uwage na opor kremu podczas zanurzania

palca oraz na kontakt palca z kremem w
trakcie jego wyciagania.
Z naczynia badawczego pobrano emulsj¢

na opuszek palca. Dobra przyczepnos¢
charakteryzuje emulsje, ktora tatwo si¢

nabiera, nie sptywa i nie rozlewa sig.
1.

Rozprowadzanie |Eatwo$¢ rozprowadzania produktu
na skorze.

4, Przyczepnos¢

Mozliwos$¢ nabrania preparatu na
opuszek palca, emulsje o dobrej
przyczepnosci jest fatwo nabierana.

Niewielkg ilo$¢ emulsji naniesiono na
oczyszczong skore przedramienia,
rozprowadzono palcami. W trakcie

rozprowadzania oceniono opor, jaki

emulsja stawia podczas aplikacji.
2. Kleistos¢ Stopien pozostawiania na skorze Niewielkg ilo$¢ emulsji naniesiono na
lepkiej, kleistej warstwy po oczyszczong skore przedramienia,
aplikacji. rozprowadzono palcami i po chwili
przycisnigto dton do posmarowanego
miejsca sprawdzajac czy odczuwalne jest
klejenie si¢ kosmetyku.
3. Tlustos¢ i Stopien pozostawiania na skorze Niewielkg ilo$¢ emulsji naniesiono na
4. natluszczenie |tlustego depozytu bezposrednio po oczyszczong skore przedramienia,
aplikacji (thustosc) i po uptywie ok. rozprowadzono palcami i po chwili
Y5 godziny oraz godziny po przycisnigto dton do posmarowanego
aplikacji (natluszczenie). miejsca sprawdzajac czy pozostal thusty
film. Sprawdzenie powtérzono nastepnie
po %2 il godzinie.
5. Wochtanianie Szybko$¢ wchtaniania si¢ emulsji

Niewielkg ilo$¢ emulsji naniesiono na
oczyszczong skore przedramienia,
rozprowadzono palcami i oceniono po
jakim czasie preparat ulegt wniknigciu w
naskorek.
Niewielkg ilo$¢ emulsji naniesiono na
oczyszczong skore przedramienia,
rozprowadzono palcami. Po %2 i 1 godzinie
oceniono gtadko$¢ skory posmarowane;j
emulsjg poprzez poréwnanie z obszarem
niesmarowanym.

w warstwe zewnetrzng naskorka.

6. Wygtadzanie

Stopien wygtadzenia skory po
okreslonym czasie od zastosowania
emulsji.
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Po 6 tygodniach stosowania badanych kremoéw, probanci wypehili tabele z oceng
sensoryczno-jakosciowa (zat. 7). Kazdej ocenianej wtasciwo$ci przypisane zostaty warto$ci
liczbowe wg pieciopunktowej skali (tab. 21). Kazdej liczbie (nocie) odpowiada stosowny
poziom jakosci

Tab. 21. Tabela oceny sensoryczno - jakosciowe;j.

Nota Poziom jakosci
1 7ty
2 niedostateczny
3 dostateczny
4 dobry
5 bardzo dobry

Wszystkie uzyskane wyniki zostaly usrednione 1 zaprezentowane za pomoca
wykresow liniowych. Stworzono rowniez wykres radarowy, na ktérym zostaty przedstawione
badane kremy w celu ich poré6wnania.

5.8.7. Ocena sensoryczno - hedonistyczna

Po zakonczonych badaniach probanci wypehili rowniez tabele z oceng sensoryczno-
hedonistyczng (zal.7). Stuzy ona do sprawdzenia stopnia akceptacji preparatu kosmetycznego
przez ochotnikdw. Stosowana jest tutaj skala bipolarna z zerem, ktéra posiada wartosci jak
zostato to przedstawione w tabeli 22.

Tab. 22. Tabela oceny sensoryczno - hedonistycznej.

Nota Ocena
-3 Zdecydowanie mi si¢ nie podoba
-2 Nie podoba mi si¢
-1 Niezbyt mi si¢ podoba
0 Nie mam zdania
1 Troche mi si¢ podoba
2 Podoba mi sig¢
3 Bardzo mi si¢ podoba

Wszystkie wyniki zostaty usrednione i przedstawione za pomoca wykresoOw liniowych
i radarowych.
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5.9. Badanie kinetyki uwalniania Kkarotenoidow 2z samodzielnie
przygotowanych formulacji kosmetycznych

Zbadano uwalnianie karotenoidéw zawartych w komercyjnych emulsjach. Do badan
wykorzystano aparat dyfuzyjny Agilent Technologies 708-DS, wyposazony w
spektrofotometr UV-Vis (Cary 50 Bio, firmy Varian).

5.9.1. Pomiar warto$ci Amax dla badanych karotenoidow

Za pomoca spektrofotometru UV-Vis (Cary 50 Bio, firmy Varian) dokonano
pomiardw absorpcji promieniowania badanych karotenoidoéw. Jako rozpuszczalnik uzyto
mieszaning etanolu z buforem fosforanowym. Badania te wykonano w celu oznaczenia Amax
kazdego z badanych karotenoidow, przy ktérej absorbancja zwigzku jest najwigksza.
Aparatura stluzaca do badania uwalniania substancji z preparatéw kosmetycznych, potaczona
jest ze spektrofotometrem UV-Vis. Ustawienie spektrofotometru na odpowiednig dtugosé fali
umozliwia doktadng oceng ilosci uwolnionej substancji, ktoéra absorbuje promieniowanie z
zakresu ultrafioletu i promieniowania widzialnego. Jest to zgodne z prawem Lamberta- Beera,
ktére mowi, ze absorbancja jest wprost proporcjonalna do st¢zenia substancji w roztworze

[316].

gdzie:

A- absorbancja,

&- molowy wspotezynnik absorpciji [dm® mol - cm™],
c- stezenie [mol/ dm®],

I- grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm].

5.9.2. Przygotowanie buforu - ptynu akceptorowego

Ptyn akceptorowy to ciecz, do ktdrej w trakcie pomiaru z badanej emulsji uwalnia si¢
substancja czynna. Istotnym parametrem ptynu akceptorowego zwanego réwniez medium jest
warto$¢ jego pH. Przy doborze medium nalezy kierowac¢ si¢ miarg jego podobienstwa do
warunkow fizjologicznych skory. W zalezno$ci od rozpuszczalnosci badanej substancji
aktywnej stosuje si¢ roztwory wodne (substancje dobrze rozpuszczalne w wodzie) lub wodno-
alkoholowe (substancje trudno rozpuszczalne w wodzie).

Do badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej jako medium wykorzystano
mieszaning buforu fosforanowego o pH réwnym 5,8 oraz 96% etanol w stosunku 35
jednostek objetosciowych etanolu: 65 jednostek objetosciowych buforu. Bufor wykonano
samodzielnie. Diwodorofosforan (V) potasu (32,5 g) rozpuszczono w 2000 ml wody
destylowanej. W oddzielnym naczyniu rozpuszczono 8 g wodorotlenku sodu w 2000 ml wody
destylowanej. Z tak otrzymanego roztworu pobrano 1464 ml i potaczono z uprzednio
przygotowanym roztworem diwodorofosforanu (V) potasu. Wartos¢ pH otrzymanego
roztworu buforowego wyniosta 5,8.
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5.9.3. Przygotowanie roztworu wzorcowego

Przygotowano roztwor wzorca o objetosci 50 ml, zawierajacy 25 mg badanego
karotenoidu o czystosci 99,6 %. Stezenie masowe wzorcowa p = 0,5 [mg/ml].

5.9.4. Przygotowanie probek

W trzech teflonowych kuwetach ekstrakcyjnych odwazono po 2 g badanego kremu,
natozono na nie membrany imitujace ludzka skoére oraz pierscien typu O-ring przytrzymujacy
membrang przed przemieszczeniem. Cato$¢ zakrecono nakretka tak aby membrana byla
odpowiednio naciggnigta i nie wystegpowaly pecherzyki powietrza (rys. 36).W badaniach
wykorzystano membran¢ wykonang z polimeru naturalnego bedacego typem celulozy o
nazwie Membrana Cuprophan firmy Agilent.

@,

Rys. 36. Kuwety do uwalniania A- pusta kuweta, pierScien typu O-ring, B- kuweta z
badanym kremem, C- kuweta gotowa do pomiaru.

5.9.5. Ustalenie warunkéw pomiaru

Pomiary procesu uwalniania karotenoidéow tak jak: [-karoten, likopen oraz
astaksantyna z komercyjnych preparatow kosmetycznych prowadzono w temperaturze
32,3+0,5°C. Czas kazdego pomiaru wynosit tacznie 24 godziny, a probki byly pobierane co
30 min. Predko$¢ obrotdéw mieszadet byta nastawiona na 100 obrotoéw/min.

5.9.6. Budowa i przygotowanie aparatury do pomiaru szybkosci procesu uwalniania

Urzadzenie Agilent Technologies 708 - DS wyposazone jest w 8 naczyn o pojemnosci
200 ml. W kazdym naczyniu znajduje si¢ topatka. Lopatki, ktore s3 zamieszczone nad
komorami ekstrakcyjnymi, s3 elementami sktadowymi ruchomej gltowicy aparatu. Przeplyw
ptynu akceptorowego, zawierajagcego uwolniong substancj¢ pomiedzy komorami
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pomiarowymi a spektrofotometrem zapewnia pompa. System do pomiaru szybkosci procesu
uwalniania jest takze wyposazony w aparat do ogrzania wody znajdujacej si¢ w tazni. Do
pigciu komér pomiarowych wprowadzono plyn akceptorowy, do pozostatych trzech
odpowiednio wzorzec oraz plyn akceptorowy. Do naczyh wypelionych medium
wprowadzono teflonowe komory ekstrakcyjne zawierajace badang emulsje.

Obserwacja zjawiska uwalniania badanej substancji z podloza kosmetycznego do
medium jest mozliwa dzigki badaniu zmian absorbancji w czasie. Do obliczenia ilosci
uwolnionej substancji w czasie skorzystano ze wzoru [316].

% uwolnienia = (ﬁ) <M> (i) <Vp Lm] ) *100%

gdzie:

Ap- absorbancja probki [-],

A~ absorbancja wzorca [-],

my,- masa wzorca [mg],

V- objetos¢ roztworu wzorcowego [ml],

Cw- czystos$¢ wzorca,

Dy~ rozcienczenie wzorca,

Mp- masa substancji oznaczanej zawartej w probee [mg],
V- objetos¢ medium [ml].

5.10. Badanie biodost¢pnosci dermalnej P-karotenu za pomoca metody
zdzierania

Metoda zdzierania okresla biorownowazno$¢ badanej substancji aktywnej. Polega na
usuwaniu kolejnych warstw rogowych naskorka stratum corneum przy pomocy tasmy
adhezyjnej [317]. Taéma Instant d-Squame® Skin Indicators zastosowana zostata do badan
dermatologicznych dotyczacych przenikania B-karotenu przez stratum corneum. Procedura
obejmuje umieszczenie tasmy adhezyjnej na powierzchni skory, nastepnie delikatny
naciskana tasme¢ zapewniajacy dobry kontakt taSmy z komorkami stratum corneum oraz
usuniecie tasmy z powierzchni naskoérka poprzez szybkie oderwanie (rys. 37). Procedura jest
bezbolesna i nieinwazyjna, poniewaz wraz z ta§mg usuwane sg tylko martwe komorki
naskorka (korneocyty) wbudowane w lipidowy cement naskérka [318]. Usuwanie Stratum
corneum moze polega¢ na wzajemnym oddziatywaniu adhezyjnych sit taSmy adhezyjnej oraz
miedzykomorkowych sit kohezji [319]. Badania przeprowadzone zostalty u zdrowych
ochotnikéw (tzw. probantéw), ktéorych dobrano pod wzgledem wieku. W badaniach brato
udziat 18 osob. Zbierane byly rowniez informacje na temat przebytych lub aktualnych choréb
skory 1 ich sposobow leczenia, a takZze na temat ogoélnego stanu zdrowia probanta. Przed
przystapieniem do badan kazdy ochotnik podpisat formularz §wiadomej zgody na udzial w
testach (zal. 2, 3). Probantom udzielono szczegdélowych informacji na temat celu
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doswiadczenia, sposobu jego przeprowadzania oraz ewentualnych skutkow ubocznych. Kazda
osoba bioragca udzial w badaniu otrzymata dokumenty, tj. pisemna instrukcje, jak nalezy
stosowa¢ testowany kosmetyk oraz ankiete, ktora wypeknita podczas stosowania preparatu
(zal.6,7). W pierwszym tygodniu probanci otrzymali wcze$niej przygotowane kremy z -
karotenem, ktorymi smarowali przez 5 tygodni prawe przedrami¢. Przed przystapieniem do
aplikacji kremu probanci zostali poddani badaniom przeznaskorkowej utraty wody (TEWL)
aby sprawdzi¢ poczatkowy stan bariery naskorkowej. Kolejnym etapem bylo okreslenie
ilosciowej zawartosci B-karotenu w plastrach adhezyjnych pozwalajacych na wyznaczenie
tacznej zawartosci B-karotenu w stratum corneum .

Rys. 37. Procedura metody strippingu (a) - aplikacja preparatu na wyznaczone pole, (b) -
rOwnomierne rozsmarowanie (c) - tasma adhezyjna jest dociskana do powierzchni skory
walkiem, (d) - zerwanie tasmy [320].

5.10.1. Metoda okreslania iloSci zerwanego stratum corneum - metoda wazenia
roéznicowego

Najbardziej bezposrednia metoda, a w rzeczywistosci jedyng potrzebng do kalibracji
pozostalych procedur jest zwazenie kazdej tasmy adhezyjnej przed i po strippingu, co
pozwala na okreslenie ilo$ci usunigtej tkanki (m) na podstawie réznicy mas tasmy. Poniewaz
znana jest powierzchnia badana (A) oraz gestos¢ tkanki (p) to mozna wyznaczy¢ glebokosé
oraz odleglo$¢ (x) ingerencji w tkanke na podstawie wzoru [321]:

x=m/(A"p)
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5.10.2. OKkreslenie ilosci pozostalego p-karotenu w stratum corneum za pomoca pomiaru
przeznaskorkowej utraty wody (TEWL)

Pomiary TEWL przeprowadzone byly na polu aplikacyjnym chwile przed i po
posmarowaniu prawego przedramienia kremem zawierajacym [B-karoten. Pomiaru dokonano
w celu sprawdzenia wplywu kremu z -karotenem na stan bariery naskorkowej za pomocg
Tewametru.

TEWL odniesienia (TEWL,) z pola kontrolnego nie poddanego zdzieraniu obliczono na
podstawie wzoru pierwszego prawa dyfuzji Ficka:

TEWL,=D - -K/L"-AC

gdzie:

D- wspotczynnik dyfuzji wody w warstwie stratum corneum (2,4172+10°[m%/h])

K- wspotczynnik podziatu wody w lipidach zawartych w SC (0,06)

L- grubos¢ warstwy SC [m]

AC- réznica w stezeniu wody pomiedzy naskorkiem a $rodowiskiem zewnetrznym
(1000000[g/m°])

Po zdzieraniu, w wyniku ktorego usunigto warstwe SC o grubosci x, wartos§¢ TEWL wzrosta
do wielko$ci opisanej wzorem:

TEWLy =D k/(L—X) - AC

Inwersja drugiego rownania ukazuje liniowa zalezno$¢ miedzy (TEWL,) ™ i X, a rzut punktu
znajdujacego si¢ na tej prostej na o§ odcietych wskazuje grubos$¢ SC.
Wyniki zostaty przedstawione jako i1los¢ na znormalizowany utamek usunigtego SC.

SC=x/L
Taki sposob wyrazania wynikow doswiadczen pozwolit zracjonalizowaé wyniki otrzymane
dla probantéw charakteryzujacych si¢ r6zng gruboscia SC [321].

5.10.3. Okreslanie ilo$ci zerwanego stratum corneum za pomoca metody spektroskopii
optycznej

W zwiazku z tym, Ze pseudo - absorbancja korneocytow moze by¢ wykorzystana do
okreslenia ilosci zerwanego SC, paski adhezyjne po usunigciu z powierzchni skory byty
poddawane ekstrakcji 25 ml acetonu, po ktorej wykonywano pomiary za pomoca
spektrofotometru UV-Vis Cary 50 Bio, firmy Varian. Przeprowadzono oznaczenia przy catej
dlugosci zakresu UV-Vis, nastgpnie stwierdzano czy zostala wykryta charakterystyczna
dhugosc¢ fali dla B-karotenu. Poddano analizie probki z 3-karotenem przy charakterystycznej
dla niego dlugosci fali A=454nm.

W badaniach strippingu poréwnania takich parametrow jak procentowy TEWL
zmierzony i obliczony, parametr D/L? oraz % stezenie p-karotenu miedzy poszczegdlnymi
tygodniami badania wykonano za pomoca testu ANOVA dla pomiardw powtarzalnych z
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testem post-hoc. Wspotczynniki korelacji migdzy 1/TEWL a glgbokoscig ingerencji w tkanke,
glebokoscia ingerencji w tkanke a % zmierzonego TEWL oraz glebokoscig ingerencji w
tkanke a % obliczonego TEWL wykonano za pomocg testu korelacji rang Spearmana lub
korelacji Pearsona.

Wszystkie obliczenia wykonano w programie STATISTICA PL v 10.0 firmy StatSoft.
Wyniki uznano za istotne statystycznie przy p<0,05.
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VI. WYNIKI BADAN I ICH DYSKUSJA

6. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych formulacji kosmetycznych zawierajacych
karotenoidy
6.1.Pomiar lepkosci
6.1.1. Samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne zawierajace
karotenoidy

Lepko$¢ emulsji kosmetycznych jest bardzo waznym parametrem fizykochemicznym
w ocenie formulacji kosmetycznych. To od niej zalezy migdzy innymi dobra smarowalnos¢,
wchianianie formulacji kosmetycznych, szybkos$¢ uwalniania z niej substancji aktywnych
oraz stabilno$¢. Szczegodlnie istotna jest warto$¢ lepkosci fazy zewnetrznej. Wzrost stezenia
fazy zewnetrznej skutkuje wzrostem lepkosci emulsji niezaleznie od tego, ktéra z cieczy
stanowi te faze [322]. W miarg¢ wzrostu st¢zenia fazy wewngtrznej rosnie liczba kropli tej fazy
przypadajacych na jednostke objetosci. Maleje odleglo§¢ migdzy kroplami, co powoduje
silniejsze wzajemne oddzialywania. Zderzajace si¢ krople tworza agregaty, ktore moga
zatrzymywaé we wnetrzu pewna ilo$¢ fazy ciaglej, w nastepstwie czego lepkos¢ emulsji
rosnie [323]. W tabeli 23 przedstawiono wartosci lepkosci dla réznych typoéw emulsji
zawierajacych B-karoten, likopen, astaksantyne oraz wyjSciowej bazy kosmetycznej (bez
substancji aktywnej, tj. karotenoidow).

Tab.23. Wartosci lepkosci dla roznych typéw baz kosmetycznych zawierajacych B-karoten,
likopen, astaksantyne oraz wyjsciowych baz kosmetycznych.

Tvo emulsii Lepkos¢ [mPa- s][+ 3%]
yp J B-karoten | likopen | astaksantyna | baza kosmetyczna
Badanie bezposrednio po przygotowaniu
O/W na zimno 14 400 15 000 14 000 14 400
O/W 13 000 14 000 12 000 14 000
W/O 44 600 44 000 44 000 44 600
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
O/W na zimno 14 000 14 500 13 500 14 000
o/wW 12 500 13 500 11 500 13 500
W/O 44000 43 500 43 500 44 000
Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach
O/W na zimno 14 300 14 800 13 900 14 200
o/wW 12 900 13 800 11 800 13 900
W/O 44 500 43900 44 000 44 500
Temperatura 4°C, po 100 dniach
O/W na zimno 14 400 15 000 14 000 14 000
o/wW 12 900 13 900 11 900 13 900
W/O 44 500 44 000 43900 44600
Temperatura 45°C, po 100 dniach
O/W na zimno 13 400 14 000 13 000 14 000
O/W 12 000 13 000 11 000 13 400
W/O 43 500 43 000 43 000 44 000
Kosmetyki zbadano bezposrednio po przygotowaniu oraz po 100 dniach

przechowywania w roznych warunkach (temperatura pokojowa bez dostgpu S$wiatla,
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temperatura pokojowa z dostepem S$wiatta, obnizona temperatura, tj. 4°C oraz podwyzszona
temperatura, tj.45°C). Na podstawie badan lepkosci kreméw zawierajacych karotenoidy,
przechowywanych w ré6znych warunkach mozna stwierdzi¢, ze im mniejsza zawarto$¢ wody
w emulsji tym wigksza jest lepkos¢ (emulsja typu W/O).Emulsje typu O/W, ktére zawieraja
wiecej wody nie sg geste, thuste oraz lepkie. Preparaty przygotowane na zimno oraz na ciepto
tylko nieznacznie roznity si¢ wartosciami lepkosci. W miar¢ wzrostu temperatury
przechowywania badanych emulsji kosmetycznych, w wyniku zwigkszania si¢ energii
kinetycznej czasteczek, zmniejszaja si¢ sity przyciggania dzialajgce miedzy czasteczkami
efektem czego jest spadek lepkosci emulsji [324]. Warunki przechowywania preparatow miaty
wplyw na ich lepko$¢. Wartos¢ lepkosci ulegta zmianie na skutek ilosciowych zmian sktadu
emulsji kosmetycznych. Do otoczenia uwolnily si¢ substancje lotne wchodzgce w sktad
emulsji [325,326]. Zaobserwowano, ze lepko$¢ kosmetykéw spada po 100 dniach.
Najwickszy spadek lepkosci zanotowano w przypadku przechowywania emulsji w
temperaturze 45°C. W temperaturze tej dochodzi do rozwarstwienia emulsji. Warto$¢
poczatkowa lepkosci preparatow praktycznie nie zmienita si¢, gdy byly one przechowywane
w temperaturze 4°C. Najwyzszg warto$cig lepkosci we wszystkich warunkach
charakteryzowaly si¢ emulsje zawierajace B-karoten, nastgpnie likopen, natomiast najnizsza
preparaty z astaksantyng.

6.1.2. Kremy komercyjne zawierajace karotenoidy

Poddane analizie kremy komercyjne, ktore zawieraty karotenoidy charakteryzowaty
si¢ warto$ciami lepkosci ponizej 20 000 [mPa's] mieszczagcymi si¢ w przedziatach
odpowiednio dla formulacji z B-karotenem 13 000-17 000, z likopenem 13 000-15 000 i
astaksantyng13 000 - 16 000 [mPa s]. Analiza sktadu kazdego z kosmetykéw pozwolita na
wyciagnigcie wniosku, ze preparaty zawierajace wigksza liczbe sktadnikéw thuszczowych
cechujg si¢ wyzszymi lepkosciami.

Badane kremy komercyjne mozemy podzieli¢ na: emulsje O/W oraz W/O. Pierwsze z
nich szybko wnikaja w skore, sa mniej tluste, tworza na skorze film ochronny. Stosowane sa
one w preparatyce kremow nawilzajacych. Przykltadami emulsji O/W sg: balsamy
pielegnacyjne, ochronne, odzywczo-regenerujace oraz mleczka zmywajace i pielegnacyjne.
Emulsje W/O dobrze wnikaja w skore, ale pozostawiaja na niej thusta warstwe. Stosuje si¢ je
w preparatach przeznaczonych do pielggnacji skory suchej oraz skory niemowlecej i starcze;.
Przyktadami takich emulsji sa: kremy ochronne, kremy na noc oraz kremy potthuste [326].W
tabeli 24 przedstawiono warto$ci lepkosci komercyjnych preparatdéw kosmetycznych
zawierajacych badane, w ramach niniejszej pracy, karotenoidy.
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Tab. 24. Wartosci lepkosci emulsji komercyjnych zawierajacych karotenoidy.

Nazwa kosmetyku™ | Lepko$é [mPa s][+ 3%]
Preparaty kosmetyczne zawierajace -karoten
AA ECO Marchewka 15 000
Ava Laboratorium 17 000
Bielenda krem 15 000
Bielenda masto 17 000
Cerkobalm 14 000
Cashmere 13 000
DaxMen 16 000
Sylveco z betuling 15 000
Sylveco lekki krem 14 000
Tolpa 16 000
Ziaja 15000
Preparaty kosmetyczne zawierajace likopen
AAECO Pomidor 15 000
Eveline 13 000
Mincer 15 000
Preparaty kosmetyczne zawierajace astaksantyne
Oriflame Night 16 000
Oriflame Day 16 000
Oriflame Eye 13 000

* Pelne nazwy analizowanych emulsji kosmetycznych zostaly przedstawione w tab. 11-13.

6.2. Badanie warto$ci pH

6.2.1. Samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne zawierajace
karotenoidy

W tabeli 25 przedstawiono warto$ci pH dla réznych typow emulsji zawierajacych
B-karoten, likopen, astaksantyne oraz bazy kosmetycznej. Kosmetyki zbadano od razu po
przygotowaniu oraz po 100 dniach przechowywania w réznych warunkach (jak w rozdziale
6.1.1).

Badane preparaty charakteryzowaty si¢ pH zblizonym do pH fizjologicznego ludzkiej
skory (pH 5,5). W trakcie przechowywania formulacji kosmetycznych w réznych warunkach
zauwazono niewielki spadek wartoSci pH. Obnizenie parametru w przypadku emulsji
przechowywanych przez 100 dni w temperaturze 45°C bylo znaczace, za§ minimalne w
temperaturze pokojowej z dostgpem Swiatla. Natomiast w temperaturze pokojowej bez
dostepu Swiatta oraz w 4°C spadek wartosci pH byl najnizszy.

Zawartos¢ karotenoidow w emulsjach mogta spowodowac obnizenie wartosci pH,
gdyz zwigzki te, bedace przeciwutleniaczami majg charakter kwasny. Obnizenie pH emuls;ji
przez caly okres badawczy moze rowniez wynikac¢ z utlenienia osnowy olejowej gldwnie do
wodoronadtlenkow kwasow tluszczowych w czasie ich przechowywania. W olejach
roslinnych takich jak: olej rzepakowy, kukurydziany, stonecznikowy i z réznych pestek w
wiekszosci znajduja si¢ kwasy wielonienasycone, ktore w swojej strukturze chemicznej maja
wiecej niz jedno wolne wigzanie podwdjne. Oznacza to, Ze oleje te tatwo si¢ utleniajg. Ole;j,
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po stosunkowo krotkim czasie kontaktu z powietrzem, powoduje obnizenie pH emuls;ji [327-
330].

Tab. 25. Wartosci pH dla roéznych typow emulsji zawierajacych [p-karoten, likopen,
astaksantyne¢ oraz bazy kosmetycznej. Kosmetyki zbadano od razu po przygotowaniu oraz po
100 dniach przechowywania w r6znych warunkach.

Typ emulsji Wartos¢ pH [+ 0,02]
B-karoten |  likopen | astaksantyna | baza kosmetyczna
Badanie bezposrednio po przygotowaniu
O/W na zimno 6,00 6,10 6,00 6,15
O/W 6,50 6,25 6,39 6,68
W/O 5,80 5,50 5,35 5,85
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
O/W na zimno 6,50 5,40 5,70 5,80
Oo/W 6,10 5,80 5,95 6,18
W/O 5,20 5,00 5,10 5,45
Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach
O/W na zimno 6,20 6,00 5,90 6,05
Oo/W 6,40 6,05 6,15 6,45
W/O 5,50 5,30 5,20 5,60
Temperatura 4°C, po 100 dniach
O/W na zimno 6,00 6,10 6,00 6,05
O/W 6,50 6,20 6,30 6,60
W/O 5,75 5,45 5,30 5,85
Temperatura 45°C, po 100 dniach
O/W na zimno 6,40 5,30 5,60 5,70
O/W 6,05 5,70 5,85 6,10
W/O 5,15 5,05 5,10 5,40

6.2.2. Kremy komercyjne zawierajace karotenoidy

Badane formulacje komercyjne, tak jak i samodzielnie przygotowane emulsje
zawierajace karotenoidy, charakteryzowaty si¢ rowniez pH zblizonym do pH fizjologicznego
ludzkiej skory (tab. 26).

Posiadanie zblizonej wartosci pH do pH fizjologicznego ludzkiej skory umozliwito
wprowadzenie tych kosmetykoéw na rynek konsumencki. Tworzenie kwasnego ptaszcza na
powierzchni skory ma kluczowe znaczenie dla dojrzewania bariery naskérkowej 1 procesow
naprawczych. Wiele czynnikéw wplywa na tworzenie kwasnego ptaszcza, w tym wydzielanie
toju, potu (kwas mlekowy), aminokwaséw 1 ich pochodnych (kwas urokaninowy i kwas
pirolidyno-2-karboksylowy). W chwili narodzin odczyn pH skéry noworodka waha sie od 6,3
do 7,5 [330]. Takie pH obniza zdolno$¢ skory do obrony przeciw bakteriom. W przeciagu
dwoch pierwszych tygodni zycia pH skoéry obniza si¢ niemal do 5,0, co jest zblizone do
warto$ci obserwowanych w zyciu dorostym. Nalezy zauwazy¢ rowniez, ze pH powierzchni
skory dorostych takze waha si¢ w szerokim zakresie (od 4,0 do 6,7). Najwyzszym pH
charakteryzowat si¢ krem Bielenda masto (pH 6,76), natomiast najnizszym Sylveco lekki
krem (pH 5,30). Roznica w warto$ciach pH poszczegdlnych kreméw moze wynikaé z
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roznego sktadu badanych emulsji oraz sposobu ich przygotowania (temperatura
przygotowania oraz dodatek emulgatora). Wartosci pH zbadanych kreméw komercyjnych
zawierajacych karotenoidy zblizone s3 do naturalnego pH (~5,5) skory, dlatego ponizsze
emulsje kosmetyczne nie naruszajg naturalnego ptaszcza hydrolipidowego naskorka, nie
pozbawiaja go skladnikow natluszczajacych i nawilzajacych. Otrzymane wartosci pH
badanych emulsji sa odpowiednimi warto$ciami, poniewaz gdyby odczyn naszej skory
zmienit si¢ na wyzszy na skutek stosowania kosmetykoéw charakteryzujacych si¢ bardziej
alkalicznymi warto$ciami pH znacznie tatwiej dochodziloby do jej przesuszenia oraz
uszkodzen, gdyz staje si¢ ona mniej odporna na czynniki zewnetrzne, takie jak wiatr czy
dzialanie promieni stonecznych. Skora o nieprawidlowym dla siebie odczynie staje si¢ takze
znacznie mniej odporna na dziatanie wiruséw i bakterii, ktore tatwiej przenikaja do jej
wnetrza. Wirusy i bakterie mogg stac si¢ przyczyna podraznien oraz chordb [330].

Tab. 26. Wartosci pH dla emulsji komercyjnych zawierajacych karotenoidy.

Nazwa kosmetyku | Warto$¢ pH[ 0,02]
B-karoten
AA ECO Marchewka 5,85
Ava Laboratorium 6,36
Bielenda krem 5,76
Bielenda masto 6,76
Cerkobalm 5,40
Cashmere 5,83
Dax Men 6,32
Sylveco z betuling 5,83
Sylveco lekki krem 5,30
Tolpa 6,00
Ziaja 5,30
Likopen
AA ECO Pomidor 5,52
Eveline 5,72
Mincer 5,60
Astaksantyna
Oriflame Night 6,20
Oriflame Day 6,50
Oriflame Eye 6,10
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6.3. Okreslenie typu emulsji metoda mikroskopowa

6.3.1. Samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne typu O/W, W/O
oraz O/W na zimno zawierajace karotenoidy

Rodzaj emulsji typu O/W oraz W/O okreslono na podstawie zabarwienia faz.
Zabarwieniu ulega faza, ktora rozpuszcza dany barwnik [167]. Na rys. 38 A i C
przedstawiono zdjecia emulsji O/W. Zaobserwowano czerwone zabarwienie kropli fazy
thuszczowej emulsji, spowodowane dodatkiem barwnika czerwieni Kongo. Rys. 38 B
przedstawia zdjecie emulsji typu W/O. Potwierdza to zabarwienie fazy zewngtrznej, ktora jest
dla tego typu emulsji woda.

Rys. 38. Zdjg¢cia mikroskopowe trzech typow emulsji: A- O/W, B- W/O, C- O/W na zimno
zawierajacych B-karoten. Powigkszenie 400x.

W trakcie tej obserwacji nie zanotowano zmian nat¢zenia $wiatta przechodzacego, co
wskazuje na dobrg stabilno$¢ emulsji. W szczegdlnos$ci uzyskana emulsja O/W przygotowana
na zimno charakteryzowata si¢ dobra jednorodno$cia i wysokim rozdrobnieniem fazy
rozproszonej, tj. olejowej. Emulsja typu O/W na zimno charakteryzowata si¢ wielko$ciami
czastek nie wiekszymi niz 7 um. Ten sam typ emulsji, ale przygotowany na goraco
charakteryzowat si¢ mniejszym uporzadkowaniem i jednorodnoscia wielkosci czastek.
Dodatkowo wyraznie zaznacza si¢ wigksza niecigglo$¢ fazy olejowej. Wielko$¢ czastek
emulsji typu O/W nie przekraczata 93 mikrometrow. Natomiast wielko$¢ czastek emulsji typu
W/O nie byta wigksza niz 14 pm.

6.3.2. Kremy komercyjne zawierajace karotenoidy

Badania mikroskopowe wykazaty, ze wszystkie kremy komercyjne sg emulsjami typu
O/W (rys. 39 przedstawia zdjecia mikroskopowe dla wybranych preparatow). Emulsje typu
O/W s3 najczesciej wykorzystywane przez producentéw do produkcji kremoéw nawilzajacych,
poniewaz szybciej wnikajg w skore oraz charakteryzujg si¢ mniej thusta, 1zejsza konsystencja.
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Rys. 39. Zdj¢cia mikroskopowe kreméw komercyjnych zawierajacych karotenoidy: A-Ziaja,
B- Ava Laboratorium, C- Bielenda masto. Powiekszenie 1000x.

Wszystkie przygotowane preparaty charakteryzowaty si¢ podobng jednorodnoscia i
wielkoscig czastek fazy zdyspergowanej. Wielkos$¢ czastek kremu Ziaja nie przekraczata 16
um, kremu Ava nie byla wigksza niz 32 pm. Natomiast wielko$¢ czastek kremu Bielenda
masto nie przekraczata 11 pm.

6.4. Oznaczanie zawartosci karotenoidow w preparatach kosmetycznych za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej
6.4.1. Oznaczanie B-karotenu

Metodologia oznaczania karotenoidow w kremach kosmetycznych zostata opracowana
na podstawie dostepnych danych literaturowych dla produktow spozywczych (opis rozdziat
5.3.1). Przetestowanych zostalo wiele metod oznaczania zawartosci karotenoidow w
produktach spozywczych, niestety nie dawaly one zadowalajacych rezultatdow. Stosowano
rozne rozpuszczalniki wchodzace w sklad fazy ruchomej oraz mieszano je w roéznych
stosunkach, modyfikowano parametry: predkos¢ przeptywu fazy ruchomej, dhugos$¢ fali
detektora UV-Vis, przy ktorej prowadzono detekcje, objetos¢ dozowanych probek oraz czas
analizy. Wyprobowana zostala elucja gradientowa oraz izokratyczna. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, iz wydajno$¢ przedstawionej w czesci
eksperymentalnej (5.3.1) metody ekstrakcji wynosita 90,56%. Granica oznaczalnosci (LOQ)
wynosita 1,04pug/ml.
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Krzywa wzorcowa zawartosci -karotenu

500
y=31,10x - 32,14 »

R?=0,998

iy
(4
o

400
350

300
250 s
P

200
150

100
50 /
O T T T 1
0 5 10 15 20

Stezenie analitu [pg/ml]

Powierzchnia piku [mAU-min]

Rys. 40. Krzywa wzorcowa do oznaczania -karotenu.

Na rys. 40 zostala przedstawiona krzywa wzorcowa zawarto$ci [-karotenu
rozpuszczonego w rozpuszczalniku (fazie ruchomej - A: metanol: woda (80:20 v/v),B: octan
etylu).Metoda oznaczania tego zwigzku charakteryzuje si¢ szerokim zakresem liniowoS$ci przy
zachowaniu dobrego wspotczynnika korelacji R’=0,998.
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Rys. 41. Chromatogramy przedstawiajace roztwory wzorcowe [-karotenu o rdéznych

stezeniach.

Na chromatogramach (rys. 41) mozna zaobserwowac piki pochodzace od [-karotenu
wprowadzonego do dozownika aparatu HPLC w rdéznych stezeniach, przy czasie retencji
réwnym okoto 27 minut.
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Tab. 27. Utamek wagowy B-karotenu zawartego w kremach komercyjnych.

Nazwa kremu Zawarto$¢ p-karotenu [mg] [+0,05]
w 100 g preparatu

Bielenda masto 3,10
Sylveco lekki krem 3,43
Cashmere 3,50
Bielenda krem 4,29
Ziaja 5,30
AA ECO Marchewka 5,58
Totpa 6,30
Cerkobalm 7,80
Sylveco z betuling 9,24
Ava Laboratorium 10,45

Badaniami objeto emulsje zawierajace karotenoidy. Identyfikacje badanych zwigzkow
prowadzono przez poréwnanie wartosci ich czaséw retencji (tr) z odpowiednimi wzorcami
oraz badanie widm absorpcji przy pomocy spektrofotometru. Analiza metodg HPLC kreméow
komercyjnych zawierajacych B-karoten potwierdzila obecnos$¢ tego zwigzku w ich skladzie.
W tabeli 27 przedstawiono utamek wagowy stezenia B-karotenu zawartego w kremach
komercyjnych o pojemnosci 100 mg. Zawarto$¢ [-karotenu oznaczanego w wyzej
wymienionych kremach wahata si¢ w granicach 3,10 - 10,45 mg/100 g formulacji.
Najwicksza zawartoscig karotenoidu charakteryzowat si¢ krem Bielenda masto, natomiast
najmniejszg preparat Ava Laboratorium. Na podstawie przeprowadzonych analiz
potwierdzono deklarowang przez producentow w spisie INCI obecnosé¢ B-karotenu. Koncerny
kosmetyczne produkujg kosmetyki z B-karotenem, poniewaz zwigzek ten jest jednym z
najsilniejszych antyoksydantéw. Jego czasteczki nie regeneruja si¢ jak w przypadku innych
przeciwutleniaczy, lecz ulegajg degradacji w procesie neutralizowania wolnych rodnikow,
czyli reaktywnych form tlenu. Stad tez podwyzszenie poziomu karotenoidow w skorze
wzmacnia jej odbudowe oraz op6znia procesy jej starzenia [126-128].

6.4.2. Oznaczanie likopenu

Na podstawie analizy wykonanej przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowe]j sporzadzono krzywa wzorcowa likopenu (rys.42). Krzywa potwierdza szeroki
zakres liniowoS$ci zastosowane] metody przy zachowaniu wspotczynnika korelacji rownego
0,997. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, iz wydajnos$¢ przedstawionej
w czesci eksperymentalnej (5.3.1) metody ekstrakcji wynosita 88,66%. Granica oznaczalnosci
(LOQ) wynosita 0,94pg/ml.
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Krzywa wzorcowa zawartosci likopenu
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Rys. 42. Krzywa wzorcowa do oznaczania likopenu.

Na rys. 42 zostala przedstawiona krzywa wzorcowa zawartosci likopenu rozpuszczonego w
rozpuszczalniku (fazie ruchomej o sktadzie acetonitryl: dichlorometan: metanol (70:20:10
VIV)).
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Rys. 43. Chromatogramy roztworow wzorcowych likopenu o réznych stezeniach.

Na chromatogramach zidentyfikowano piki pochodzace od likopenu (rys. 43), przy czasie
retencji okoto 8,3 minut.
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Tab. 28. Utamek wagowy likopenu zawartego w badanych kremach komercyjnych.

Zawartos¢ likopenu
Nazwa kremu [mg] w 100g formulacji
[+£0,05]
AA ECO Pomidor 3,53
Eveline 4,04
Mincer 6,57

Za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej przeprowadzono badania
majgce na celu potwierdzenie zawartosci likopenu w kremach komercyjnych. Analizy
potwierdzity deklarowang przez producentéw obecno$¢ wyzej wymienionego karotenoidu w
emulsjach. Porownano wartosci czasow retencji (t;) oraz widma absorpcji. Zawartosé
likopenu oznaczanego w kremach zestawionych w tabeli 28 wahata si¢ w granicach 3,53 -
6,57 mg/100 g formulacji. Najwicksza zawartoScig likopenu charakteryzowal si¢ krem
Mincer, najmniejsza krem AA ECO Pomidor. Wszystkie kosmetyki zawierajace likopen sa
emulsjami anti - aging. Formulacje te maja za zadanie opdznienie procesOw starzenia si¢
skory. Likopen dzigki swoim wiasciwosciom antyoksydacyjnym spelnia te wymagania i
dlatego jest chetnie stosowany przez producentow w tego typu kosmetykach.

6.4.3. Oznaczanie stabilnosci f-karotenu oraz likopenu zawartych w samodzielnie
przygotowanych formulacjach kosmetycznych

Badaniu stabilno$ci poddano trzy typy emulsji: emulsje O/W przygotowana na zimno,
emulsj¢ O/W sporzadzong na goraco oraz emulsj¢ typu W/O. Formulacje przechowywane
byly w r6znych warunkach.
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e formulacje kosmetyczne zawierajace fp-karoten

6 - — 69
A —=— Temp.pokojowa z dostgpem $wiatta B —a— Temp.pokojowa bez dostepu $wiatta
—e— Temp. pokojowa bez dostepu swiatta —e— Temp.pokojowa z dostepem $wiatta
5 —a— Temperatura 45°C 51 —a— Temperatura 45°

Zawarto$c p-karotenu [mg]
Zawartosc p-karotenu [mg]

Czas przechowywania [tydzien]
Czas przechowywania [tydzien]

61 C —a— Temp.pokojowa bez dostepu Swiatta
—e— Temp.pokojowa z dostepem s$wiatta
5 —A— Temperatura 45°C

Zawartosc p-karotenu [mg]

Czas przechowywania [tydzien]

Rys. 44. Zmiany zawarto$ci B-karotenu (na 100 g probki) w zalezno$ci od czasu oraz od

warunkéw przechowywania emulsji.
A: emulsja typu O/W przygotowana na zimno, B: emulsja typu O/W przygotowana na

gorgco, C: emulsja typu W/O.
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Tab. 29. Procentowy ubytek B-karotenu w réznych typach emulsji przechowywanych 100 dni
w roznych warunkach. A: emulsja typu O/W przygotowana na zimno, B: emulsja typu O/W
przygotowana na gorgco, C: emulsja typu W/O.

A

Procentowy ubytek p-karotenu [%0] [+£0,01]

Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 7,26 25,91 36,96
2 25,91 36,96 44,39
4 50,17 57,60 65,02
8 70,30 80,69 99,56
12 82,18 85,31 99,77
B
Procentowy ubytek B-karotenu [%0] [+£0,01]
Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 14,69 33,17 44,39
2 33,17 44,39 62,81
4 57,59 65,02 88,94
8 77,72 85,33 92,54
12 88,94 92,57 96,37
C
Procentowy ubytek p-karotenu [%0] [+£0,01]
Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 11,06 29,54 40,76
2 29,54 40,76 51,86
4 53,97 61,21 72,44
8 74,09 85,15 92,58
12 88,94 92,58 96,21

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna zaobserwowac spadek ilosci
oznaczanego B-karotenu we wszystkich typach emulsji juz po 1 tygodniu przechowywania w
réznych warunkach (rys. 44, tab. 29). Zwiazek ten najszybciej ulega destabilizacji w
temperaturze 45°C, natomiast najwolniej w temperaturze pokojowej bez dostgpu Swiatta. W
tab. 27 przedstawiono procentowy ubytek P-karotenu w poszczegdlnych tygodniach.
Karotenoidy tatwo ulegaja utlenianiu ze wzgledu na obecno$¢ wigzan podwojnych. W
przypadku p-karotenu utlenianie pod wptywem tlenu molekularnego oraz wysokiej
temperatury rozpoczyna si¢ od nienasyconych wigzan w pierscieniu f-jononowym. Procesy te
najpierw prowadzg do utraty wlasciwosci prowitaminy A, nastgpnie do izomeryzacji zwigzku
1 zmiany zabarwienia. Koncowe produkty utlenienia B-karotenu charakteryzuja si¢ czesto
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nieprzyjemnym zapachem. Reakcje utleniania karotenoidow majg charakter rodnikowy.
Wyniki badan otrzymane w ramach pracy doktorskiej dotyczace nietrwatosci p-karotenu,
zawartego w formulacjach kosmetycznych, przechowywanych w wysokich temperaturach
przy dostepie §wiatta 1 obecnosci tlenu pozostaja w zgodzie z obserwacjami przedstawionymi
w dotychczas opublikowanych artykutach naukowych [331,332]. Wplyw na stabilno$¢ f-
karotenu majg warunki przechowywania, zwtaszcza temperatura oraz dostgp $wiatla. Im
wyzsza temperatura przechowywania preparatu tym spadek zawartosci karotenoidu byt
wickszy. B-Karoten jest najbardziej stabilny w emulsji typu O/W przygotowanej na zimno.
Wigksza trwato$¢ karotenoidu w tej formulacji moze wynikaé rowniez ze Sposobu
przygotowania emulsji. Jej preparatyka nie wymaga zastosowania wysokiej temperatury,
dzigki czemu B-karotenjest bardziej stabilny.

e formulacje kosmetyczne zawierajace likopen

—m— Temp.pokojowa z dostgpem $wiatta —a— Temp.pokojowa z dostgpem $wiatta
—e— Temp.pokojowa bez dostepu $wiatta —e— Temp.pokojowa bez dostepu $wiatta
—a— Temperatura 45°C —&— Temperatura 45°C

Zawartosc likopenu [mg]
Zawartosc p-karotenu [mg]

Czas przechowywania [tydzien] Czas przechowywania [tydzien]

61¢c —a— Temp.pokojowa z dostepem Swiatta
—e— Temp.pokojowa bez dostepu $wiatta
—A— Temperatura 45°C

Zawartosc likopenu [mg]

Czas przechowywania [tydzien]

Rys. 45. Zmiany zawarto$ci likopenu w zaleznosci od czasu oraz od warunkéw
przechowywania emulsji. A: emulsja typu O/W przygotowana na zimno, B: emulsja typu
O/W przygotowana na goraco, C: emulsja typu W/O.
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Tab. 30. Procentowa zawarto$¢ likopenu w réznych typach emulsji przechowywanych 100
dni w réznych warunkach. A: emulsja typu O/W przygotowana na zimno, B: emulsja typu
O/W przygotowana na goraco, C: emulsja typu W/O.

A
Procentowy ubytek likopenu [%] [+0,01]
Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 7,26 14,70 51,82
2 15,84 20,46 62,87
4 25,91 27,89 74,09
8 42,02 51,82 81,52
12 74,09 77,72 92,54
B
Procentowy ubytek likopenu [%] [£0,01]
Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 14,70 22,11 59,21
2 25,91 44,39 70,39
4 49,67 51,82 81,46
8 65,35 59,54 88,88
12 81,52 85,15 96,37
C
Procentowy ubytek likopenu [%] [£0,01]
Czas przechowywania Temperatura Temperatura Temperatura
[tydzien] pokojowa bez dostepu | pokojowa z dostepem 45°C
Swiatla Swiatla
0 0 0 0
1 10,06 18,49 55,45
2 22,12 35,81 66,67
4 29,54 48,18 77,72
8 51,82 58,75 85,31
12 77,72 81,52 96,21

Stabilnos$¢ likopenu zalezy od jego struktury chemicznej, produktu kosmetycznego w
jakim si¢ znajduje, S$rodowiska, gléwnie temperatury 1 czasu trwania procesu
technologicznego, obecnosci $wiatla, pH, tlenu oraz obecno$ci metali cigzkich. Zrozumienie
wplywu tych parametréw oraz dobor odpowiedniego procesu technologicznego gwarantujg
uzyskanie wysokiej jakosci produktu finalnego o naturalnej barwie. Na podstawie badan
stabilno$ci likopenu mozna wysuna¢ wnioski, ze ulega on degradacji w obecnosci tlenu oraz
w podwyzszonej temperaturze (rys. 45) [332]. Wnioski te zostaly wczesniej sformutowane
przez Lee i Chena [333], ktorzy okreslili wplyw ogrzewania i naswietlania likopenu na jego
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stabilno$¢. Wykazali, ze degradacja karotenoidu miata charakter reakcji pierwszego rzedu
zarowno w przypadku zastosowania podwyzszonej temperatury, jak i naswietlania w
temperaturze pokojowej. Likopen wystepuje w 95% w postaci formy trans, natomiast
poddany ekspozycji na $wiatlo 1 podwyzszonej temperatury lub w wyniku reakcji
chemicznych moze ulec izomeryzacji optycznej do formy cis. Na podstawie tab. 30
potwierdzono procentowy spadek zawartosci likopenu we wszystkich typach emulsji pod
wpltywem dziatania tlenu oraz temperatury 45°C [334]. W znacznych ilosciach powstaje apo-
8’-likopenal, apo-6’-likopenal oraz apo-12’-likopenal, a w mniejszych apo-10’-likopenal oraz
apo-14’-likopenal [335]. Rzadko dochodzi do rozpadu wigzania podwdjnego C15-C15” [335].
Niesprzgzone wigzania podwojne znajdujace si¢ przy koncach czasteczki nie ulegaja
utlenianiu. Aby podwyzszy¢ stabilno$¢ emulsji zawierajacych likopen zalecane jest
przechowywanie produktow w ciemnych naczyniach lub zaciemnionych pomieszczeniach

[335].

Likopen jest najbardziej stabilny, podobnie jak B-karoten w emulsji typu O/W
przygotowanej na zimno. Karotenoidy charakteryzuja si¢ statym spadkiem ilosci w trakcie
trwania badania.

6.5. Analiza jakosciowa karotenoidéw zawartych w komercyjnych kremach
metoda spektroskopii ostabionego calkowitego odbicia w podczerwieni
(ATR-IR)

Przy wuzyciu spektrometru FTIR wykonano widma kreméw komercyjnych
zawierajacych B-karoten, likopen oraz astaksantyne, jak réwniez widma wzorcéw wybranych
karotenoidow. Podjeto probe identyfikacji badanych zwigzkow w kremach komercyjnych
poréwnujac ich widma z widmami odpowiednich wzorcow. Widma ATR-IR sg bardzo
ztozone 1 rzadko zdarza si¢, aby dwie rozne probki mialy w calym zakresie dtugosci fali
identyczne pasma. Potozenie pasm na widmie w podczerwieni okresla si¢ liczbami falowymi,
ktérych jednostka jest odwrotno$¢ centymetra (cm™). Intensywno$¢ pasm wyraza si¢
natomiast jako absorbancje. Ze wzgledu na to, ze niektére pasma pochodzace od zwigzkow
organicznych moga si¢ naklada¢, bardzo czgsto interpretacja widm jest utrudniona. Duza
zaletg tej metody analitycznej jest szybko$¢ wykonania badania, oszcz¢dnos¢ czasu i1 zuzycia
materiatu, a co za tym idzie obnizenie kosztow.

e formulacje kosmetyczne zawierajace B-karoten

Widmo wzorca B-karotenu przedstawiono na rys. 46. Zaobserwowano obecno$é
intensywnych pasm absorpcji w zakresie 1390-1367 oraz 1481-1453 cm™pochodzacych od
drgan zginajacych C-H (tab. 31). Na widmach mozna zauwazy¢ rowniez obecnos¢
intensywnych pasm absorpcji w zakresie 3034-3020cm™, pochodzacych od drgan
rozciggajacych C-H [336-340]. Zaobserwowano intensywne pasma absorpcji w zakresie
1671-1618 cm™pochodzace od drgan rozciagajacych C=C. Pasmo w zakresie 967-887cm’
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1éwiadczy 0 obecnosci drgan zginajagcych C=C charakterystycznych dla zwigzkoéw takich jak

karotenoidy [341].

Widma kreméw AA ECO Marchewka, Bielenda krem oraz Bielenda masto
przedstawiono réwniez na rysunku 46. W tabeli 31 B, C, D zestawiono liczby falowe przy
jakich wystepuja pasma pochodzace od zwiazkéw znajdujacych sie w sktadzie kremoéw.
Widma badanych kremow posiadajg charakterystyczne dla B-karotenu pasma odpowiadajace
drganiom zginajacym C=C, niestety inne zwigzki wchodzace w sktad powyzszych kremow
rowniez charakteryzujg si¢ pasmami odpowiadajgcymi drganiom zginajagcym C=C. Do tych
zwigzkOw nalezg np. octan tokoferolu oraz palmitynian askorbylu. Dlatego jednoznaczna
interpretacja jest niemozliwa. Zaobserwowano roéwniez obecno$¢ intensywnego pasma
absorpcji w zakresie 1747-1752 cm™ pochodzacego od drgan rozciagajacych C=0 oraz pasma
absorpcji w zakresie 2859-2863 cm™, przypisywanego drganiom rozciagajacym C-H
[342,343].

wzorzec B-karotenu

AA ECO Marchewka

- 967
2948 2915 Bielenda krem
4, 002 Bielenda masto 1367
862 fa
] 3034
821 149 90
67 887
- 1618
E 3438
3 N
[S)
S -
K]
<
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Liczba falowa [cm'1]

Rys. 46. Widmo absorpcyjne wzorca B-karotenu oraz kremow komercyjnych: AA ECO
Marchewka, Bielenda krem, Bielenda masto.
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Tab. 31. Potozenie pasm absorpcyjnych ATR-IR dla A: wzorca B-karotenu oraz B: kreméw

komercyjnych AA ECO Marchewka, C: Bielenda krem, D: Bielenda masto.

A
Liczba falowa [cm™] Rodzaj wiazania Typ drgania
3034 =Csp*-H Rozciagajace
2948 Csp®-H(-CH5) Rozciggajace, asymetryczne
2915 Csp®-H (-CH,-) Rozciagajace, asymetryczne
2862 Csp®-H (-CH,) Rozciagajace, symetryczne
2821 Csp®-H (-CH,-) Rozciagajace, symetryczne
1671 Csp’=C Rozciagajace
1618 Csp’=C Rozciagajace
1481 Csp*-H Zginajace
1453 Csp®-H Zginajace
1390 Csp®-H Zginajace
1367 Csp®-H Zginajace
967 C=C Zginajace
901 C=CH> Zginajace
887 C=C Zginajace
B,C,D
Liczba falowa [cm™] Rodzaj wiazania Typ drgania
3638-3652 O-H (grupa hydroksylowa) Rozciggajace
2930-2935 Csp*-H Rozciagajace, asymetryczne
2859-2863 Csp*-H Rozciaggajace, symetryczne
1747-1752 C=0 Rozciaggajace
1685-1690 C sp’=C Rozciagajace
1471-1476 Csp®-H Zginajace
1253-1277 C-O (grupa acylowa) Rozciggajace
1058-1120 C-O (grupa alkoksy) Rozciagajace
863-887 C=C Zginajace
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Rys. 47. Widmo absorpcyjne kreméw komercyjnych: Cashmere, Cerkobalm, Ziaja, Sylveco z
betuling).

Widma kreméw Cashmere, Cerkobalm, Ziaja, Sylveco z betuling przedstawiono na
rys.47. Posiadaja one charakterystyczne dla p-karotenu oraz innych zwigzkéw pasma
odpowiadajace drganiom zginajacym C=C. Z tego powodu jednoznaczna interpretacja jest
rébwniez niemozliwa. Kremy charakteryzuja si¢ podobng intensywnoscia pasm
odpowiadajagcym drganiom zginajagcym C=C. W poréwnaniu do wzorca intensywno$¢ pasm
odpowiadajacym drganiom zginajacym C=C jest zdecydowanie mniejsza.

e formulacje kosmetyczne zawierajace likopen

Widmo wzorca likopenu przedstawiono na rys. 48. Zaobserwowano obecnos¢
intensywnych pasm absorpcji w zakresie liczby falowej 2977-2920, 2849-2730 cm™
pochodzacych od drgan rozciagajacych C-H, 1375-1332 oraz 1446-1442cm™ pochodzacych
od drgan zginajacych C-H. Pasmo w zakresie 1670- 1622, 971-909 cm™ $wiadczy o obecnosci
drgan zginajacych C=C charakterystycznych dla zwigzkoéw takich jak karotenoidy[344].
Widma kremow: Eveline (Koenzymy Mtodosci Q10 plus R), AA ECO Pomidor, Mincer
Pharma (Eco Innovation) przedstawiono na rys. 48. Posiadajg one charakterystyczne dla
likopenu pasma odpowiadajace drganiom zginajacym C=C, niestety w preparatach znajduja
si¢ rowniez inne skladniki, zawierajace w swojej strukturze wigzania podwojne C=C. Z tego
powodu jednoznaczna analiza jest niemozliwa [343].
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wzorzec likopenu

Eveline
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Rys. 48. Widma absorpcyjne wzorca likopenu oraz kreméw komercyjnych: Eveline, AA ECO
Pomidor, Mincer.

Tab. 32. Potozenie pasm absorpcyjnych ATR-IR dla wzorca likopenu.

Liczba falowa [cm™] Rodzaj wiazania Typ drgania
2977 Csp®-H(-CHs) Rozciagajace, asymetryczne
2920 Csp®>-H (-CH,-) Rozciggajace, asymetryczne
2854 Csp>-H (-CH5) Rozciggajace, symetryczne
2730 Csp®-H (-CH) Rozciagajace, symetryczne
1718 C sp’=C Rozciagajace
1670 C sp’=C Rozciagajace
1622 Csp’=C Rozciagajace
1446 Csp>-H Zginajace
1375 Csp*-H Zginajace
971 C=C Zginajace
909 C=C Zginajace

e formulacje kosmetyczne zawierajace astaksantyne

Wzorzec astaksantyny przedstawiony zostal na rys. 49. Zaobserwowano pasmo
absorpcyjne w zakresie 3481-3357 cm™ pochodzace od drgan rozciagajacych O-H. W
zakresie liczby falowej 2911-2854 cm™ zaobserwowano pasmo absorpcji $wiadczace o
wystgpowaniu drgan rozciggajacych C-H. Stwierdzono obecno$¢ intensywnych pasm
absorpcji w zakresie 1367-1333 oraz 1453-1419 cm™ pochodzacych od drgan zginajacych C-
H. Pasmo w zakresie 934-867cm™ $wiadczy o obecnosci drgan zginajacych C=C [336-343].
Widma kreméw Orifflame Day, Oriflame Eye, Oriflame Night zostaly przedstawione na rys.
49. Zaobserwowano pasmo absorpcji w zakresie 3595-3600 cm™ pochodzace od drgan
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rozciggajacych O-H. W zakresie 1732-1747 cm™ wystepuja pasma pochodzace od drgan
rozciaggajacych C=0. Kremy te posiadaja charakterystyczne dla astaksantyny oraz innych
sktadnikow wchodzacych w sklad tych preparatow pasma odpowiadajace drganiom
zginajagcym C=C. Z tego powodu jednoznaczna analiza jest niemozliwa [342].

wzorzec astaksantyny
Oriflame Night 1
Oriflame Eye

] Oriflame Day

Absorbancja [j.u.]

863

] 1120
2360 1742 1486 1281
1 3595 2959 86/ 854
: 2859 1120
3600 1747 5751481 138

-1 2963

2868
1732 12621177 844

2351 1638 124
4 3595 2968288 NG

T T T T T T T T T T T T T
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Rys. 49. Widmo absorpcyjne wzorca astaksantyny oraz kreméw komercyjnych: Oriflame
Day, Oriflame Eye, Oriflame Night.

Tab. 33. Polozenie pasm absorpcyjnych ATR-IR dla wzorca astaksantyny.

Liczba falowa [cm™] Rodzaj wigzania Typ drgania
3481 O-H (grupa hydroksylowa) Rozciagajace
3357 O-H (grupa hydroksylowa) Rozciaggajace
2925 Csp®-H(-CH5) Rozciggajace, asymetryczne
2911 Csp>-H (-CH,-) Rozciggajace, asymetryczne
2854 Csp®-H (-CH,) Rozciggajace, symetryczne
1647 C sp’=C Rozciagajace
1453 Csp*-H Zginajace
1419 Csp*-H Zginajace
1367 Csp®>-H Zginajace
1333 Csp®-H Zginajace
1157 C=0 Rozciagajace
934 C=C Zginajace
867 Cc=C Zginajace
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6.6. Pomiar zdolnosci wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu
przez karotenoidy zawarte w kremach komercyjnych oraz samodzielnie
przygotowanych

6.6.1. Pomiar zdolnoSci wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu przez karotenoidy zawarte w samodzielnie przygotowanych emulsjach
kosmetycznych typu O/W, W/O oraz O/W na zimno

Aktywnos¢ antyoksydacyjng B-karotenu zawartego kremach komercyjnych oznaczano

wedlug zmodyfikowanej metody Branda-Williamsa i wsp. [304] zuzyciem syntetycznego
rodnika DPPH® (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu - rys. 50).

1,4

Q o

1.2 N—N‘Q—NOQ +AO-H —» + AO-
O o .

1,0

0,8 ~/

0,6 -

Absorbancja

041 DPPH

0,2 4

0,0 . ; . T — : : . :
300 340 380 420 460 500 540 580 620 660

Dlugosé¢ fali [nm]

Rys. 50. Struktura chemiczna rodnika DPPH® oraz widma UV-Vis przed i po reakcji z
substancja przeciwutleniajaca [344].

Redukcja przeprowadzona =zostala za pomocg stabilnego rodnika azotowego
powodujacego spadek absorbancji karotenoidéw, ktore wchodzity w sktad badanej probkai.
Rodnik DPPH® w roztworach przybrat barwe purpurowa, ktora ulegta zmianie w wyniku jego
reakcji z karotenoidami. Stopien zmiany barwy roztworu DPPH®po dodaniu do niego
roztworu zawierajgcego karotenoidy jest miarg ich zdolno$ci do zmiatania wolnych rodnikow.
Absorbancje roztworu mierzono przy dtugosci fali =517 nm. Rodnik DPPH® w reakcji z
substancja, ktora moze odda¢ wodér tworzy forme zredukowang DPPH®, jaka powstaje w
roztworze 1 jest miarg zdolnosci przeciwutleniaczy do neutralizacji wolnych rodnikow.
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e formulacje zawierajace p-karoten

Wyniki testu z zastosowaniem rodnika DPPH*dla probek zawierajgcych B-karoten,
ktéry zostal z nich wyekstrahowany przedstawione zostaly za pomoca procentu wygaszania
wolnych rodnikoéw obliczonego zgodnie ze wzorem przedstawionym w rozdziale 6.5.
Najwyzszym % inhibicji (tab. 34) charakteryzowata si¢ emulsja typu O/W na zimno -
55,33%, najnizszym emulsja typu O/W przygotowana na gorgco - 55,28%. Wyniki te sg
zblizone, poniewaz kremy zawieraly takg samg ilo$¢ B-karotenu - 6 mg/100 g formulacji. Nie
zaobserwowano wplywu rodzaju formulacji na aktywno$¢ antyoksydacyjng -karotenu.

Tab. 34. Aktywnos¢ antyoksydacyjna [-karotenu wyekstrahowanego z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Rodzaj emulsji

% Inhibicji [£0,01]

Emulsja O/W na zimno 55,33
Emulsja O/W 55,20
Emulsja W/O 55,28

—A— emulsja O/W na zimno
0,90 4 & —o— emulsja O/W
‘*: —m— emulsja W/O
0,88 1 tf‘
3 L
= 0,86
(R 7 N' Y
e ‘:thA
© QaAA
5 Bgpta,
@ 0,84 ... A'A,A\L
o Bfg444
< "' (1] f‘.
0,82
0,80 —— T T T T T T T T T T T T T 1
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Czas inkubacji [min]

Rys. 51. Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej B-karotenu wyekstrahowanego z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Im silniejsze sg wlasciwosci przeciwutleniajgce danej probki, tym spadek absorbancji
odzwierciedlajacy redukcje rodnika DPPH® jest wiekszy (rys. 51).

e formulacje kosmetyczne zawierajace likopen

Na podstawie tab. 35 wysunigto wniosek, ze niezaleznie od typu emulsji, do ktorej
zostal wprowadzony likopen, % inhibicji jest porownywalny. Wynika to z takich samych
ilosci likopenu dodanych do samodzielnie przygotowanych formulacji kosmetycznych
réznego typu.
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Tab. 35. Aktywno$¢ antyoksydacyjna likopenu wyekstrahowanego z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Rodzaj emulsji % Inhibicji [+0,01]
Emulsja O/W na zimno 55,42
Emulsja O/W 55,38
Emulsja WO 55,39

—&— emulsja O/W na zimno
0,90 —&— emulsja O/W
—m— emulsja W/O

0,88

0,86

0,84 1

Absorbanijca [j.u]

0,82

0,80 - T T T T T T T T T T T T T 1

Czas inkubacji [min]

Rys. 52. Pomiar zdolno$ci antyoksydacyjnej likopenu wyekstrahowanego z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Likopen, przejawia wyzsze wlasciwosci przeciwutleniajgce anizeli B-karoten, co
zwigzane jest z jego budowa. Karotenoid ten jest nienasyconym weglowodorem polienowym,
zbudowanym z 40 atomoéw wegla, zawiera 11 sprzezonych 1 2 niesprz¢zone podwdjne
wigzania. Oba pierScienie jononowe sg otwarte, przez co likopen nie ma wlasciwosci
prowitaminy A, czym ro6zni si¢ od p-karotenu. Im silniejsze s3 wlasciwosci
przeciwutleniajace badanej probki, tym spadek absorbancji przedstawiajacy redukcje rodnika
DPPH® jest wiekszy (rys. 52).

e formulacje kosmetyczne zawierajace astaksantyne

Na podstawie tab. 36 potwierdzono, ze typ emulsji nie wptywa na % inhibicji. Procent
ten jest porownywalny dla wszystkich zbadanych probek. Wynika to z faktu, ze do
wszystkich samodzielnie przygotowanych emulsji réznego typu dodano te¢ sama ilo$¢
astaksantyny. Zauwazono zaleznos¢, ze im silniejszymi wlasciwos$ciami przeciwutleniajgcymi
charakteryzuje si¢ analizowany karotenoid, tym spadek absorbancji potwierdzajacy redukcje
rodnika DPPH® jest wigkszy (rys. 53).
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Najwyzszym % inhibicji charakteryzowata si¢ emulsja typu O/W przygotowana na
zimno - 55,58%. Natomiast najnizszym % inhibicji charakteryzuje si¢ emulsja typu O/W -
55,51%.

Tab. 36. Aktywno$¢ antyoksydacyjna astaksantyny wyekstrahowanej z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Rodzaj emulsji % Inhibicji [+0,01]
Emulsja O/W na zimno 55,58
Emulsja O/W 55,51
Emulsja W/O 55,52

—&— emulsja O/W na zimno
0,90 ~ —e— emulsja O/W
—&— emulsja W/O

0,88

0,86

0,84 1

Absorbancja [j.u.]

0,82
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Czas inkubacji [min]

Rys. 53. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna astaksantyny wyekstrahowanej z samodzielnie
przygotowanych kremow.

Roztwory alkoholowe zawierajace badane karotenoidy podczas trwania reakcji z
roztworem zawierajagcym rodnik DPPH® powoduja zmiane jego barwy z purpurowej na zotta,
co $wiadczy o zdolnosci karotenoidow do zmiatania wolnych rodnikow.

Loft i wsp. [345] stwierdzili, ze astaksantyna jest silniejszym przeciwutleniaczem niz
inne karotenoidy w tym PB-karoten oraz likopen. W swojej strukturze chemicznej posiada dwie
grupy hydroksylowe oraz dwie grupy karbonylowe przy kazdym z pierscieni w czasteczce.
Budowa taka nadaje jej polarnos¢ i zwigzane z tym unikatowe wtasciwosci takie jak zdolno$é
do estryfikacji, powinowactwo do fosfolipidow oraz wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Jej
wyzsza od innych zwigzkoéw skuteczno$¢ wynika rowniez z faktu, ze wbudowuje si¢ ona w
poprzek btony komoérkowej chronigc jej struktur¢ z obydwu stron. Wysokos¢ % inhibicji
moze by¢ zwigzana ze sposobem 1 temperaturg przygotowania emulsji zawierajgcej
karotenoidy, ktorag nastepnie poddaje sie ekstrakcji w celu wyodrgbnienia badanych
zwigzkow. Lepsza zdolnos$cig antyoksydacyjng charakteryzujg si¢ karotenoidy, wyodrgbnione
z kosmetykow przygotowanych w nizszej temperaturze [346].
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6.6.2. Pomiar zdolnosci wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu przez karotenoidy zawarte w komercyjnych kremach

e Kkremy zawierajace B-karoten

Na ponizszym wykresie zaobserwowano wzrost % inhibicji wraz ze wzrostem
zawartosci (-karotenu w oznaczanych kremach komercyjnych (rys. 54). Dla kremu Ava
Laboratorium % inhibicji wynosit 86% 1 byta to najwyzsza warto$¢ ze wszystkich badanych
kremow komercyjnych. Preparat ten zawiera 10,45 mg B-karotenu. Dla kremu Bielenda
masto% inhibicji wyniost 46% 1 jest to najnizsza warto$¢ sposrdd wszystkich badanych
kremow komercyjnych. Rownocze$nie zawartos¢ f-karotenu w tym kremie wynosi 3,10
mg/100 g formulacji. Podsumowujac najsilniejszymi wilasciwosciami przeciwutleniajgcymi
charakteryzowat si¢ krem Ava Laboratorium, natomiast najnizszymi krem Bielenda masto.

1- Cerkobalm
2- Sylveco lekki krem
100 - 3- Bielenda krem
4 4- AA ECO Marchewka

90 -1 10!45 5- Totpa

1 6- Sylveco z betuling
80 n 7,80 7- Ava Laboratorium
1 8- Ziaja

9- Bielenda masto

4.47 10-Cashmere
’ 3,64

% inhibicji

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Badany krem

Rys. 54. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna -karotenu wyekstrahowanego z kreméw
komercyjnych. Nad stupkami podano zawartos¢ p-karotenu w mg/100 g produktu.
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Rys. 55. Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej B-karotenu wyekstrahowanego z kremow
komercyjnych.

Do probek, w ktorych znajdowat si¢ alkoholowy roztwor DPPH dodano ekstrakt
zawierajacy B-karoten. Po dokonaniu pomiaru absorbancji zauwazono niewielki spadek tej
wielkosci dla badanych probek. Wynika to z faktu, ze P-karoten, ktory peini role silnego
antyoksydantu przerywa reakcje rodnikowa przez przekazanie rodnikéw atoméw wodoru lub
elektronéw, co prowadzi do powstania zwigzkow o wigkszej stabilnosci (rys. 55) [88].

e kremy zawierajace likopen

Zaobserwowano zalezno$¢ zdolnosci eliminowania rodnika DPPH‘od zawarto$ci
likopenu w oznaczanych kremach komercyjnych (rys.56). Najwyzsza zdolnoscig wygaszania
wolnego rodnika charakteryzowat si¢ likopen wyekstrahowany z kremu Mincer (63%). Z
kolei najnizsza zdolnos$cig antyoksydacyjna charakteryzuje si¢ likopen wyekstrahowany z
kremu AA ECO Pomidor (46%).
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Rys. 56. Aktywno$¢ antyoksydacyjna likopenu wyekstrahowanego z kremoéw komercyjnych.
Nad stupkami podano zawarto$¢ likopenu w mg/100 g produktu.
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Rys. 57. Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej likopenu wyekstrahowanego z kremow
komercyjnych.

Uzycie rodnika DPPH" spowodowato spadek absorbancji badanych probek (rys. 57).

Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH’ przez badane karotenoidy moze by¢ zwigzana z
reakcjami do jakich dochodzi migdzy tymi zwigzkami, a innymi biologicznie czynnymi
sktadnikami charakteryzujacymi si¢ wiasciwosciami antyoksydacyjnymi. Do reakcji tych
moze doj$¢ przed przystgpieniem do ekstrakcji karotenoidow. Moze roéwniez zaleze¢ od
sposobu i temperatury przygotowania probki oraz od sposobu ekstrakcji [347].
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e kremy zawierajace astaksantyne

Na rys. 58 oraz 59 potwierdzono wcze$niejszg tendencj¢, udowadniajaca wysoka
zdolno$¢ antyoksydacyjng karotenoidow w tym astaksantyny zawartej w roznych
formulacjach kosmetycznych. Zdolno$¢ ta moze zaleze¢ od zawarto$ci skladnikéw
tlhuszczowych w badanych emulsjach, w ktorych =znajduja si¢ karotenoidy przed
przeprowadzeniem ekstrakcji [347].
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Rys. 58. Aktywno$¢ antyoksydacyjna astaksantyny wyekstrahowanej z kremow
komercyjnych.
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Rys. 59. Pomiar zdolno$ci antyoksydacyjnej astaksantyny wyekstrahowanej z kremow
komercyjnych.
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6.7. Pomiar stabilnosci emulsji kosmetycznych zawierajacych karotenoidy metoda
wielokrotnego rozpraszania Swiatla

Pomiary intensywnos$ci wstecznie rozpraszanego §wiatla pozwalajg sledzi¢ stabilnos¢
emulsji w takiej formie jakiej zostala ona przygotowana bez jej rozcienczania. Intensywnos¢
Swiatta wstecznie rozpraszanego zalezy od wielko$ci czastek, objetosci frakceji rozproszonej
oraz rdznicy wspdlczynnika zatamania $wiatta fazy ciaglej 1 rozproszone;.

e formulacje kosmetyczne zawierajace f-karoten

Badane probki sa emulsjami nieprzezroczystymi, dlatego tez na catej wysokosci fiolki
zachodzi zjawisko rozproszenia wstecznego (BS). Aby moc poréwnaé wyniki otrzymane dla
badanych preparatow kosmetycznych wprowadzono parametr ABS, ktéry okresla rdznice
rozproszenia $wiatla pomigdzy pomiarem odniesienia a pomiarem charakteryzujagcym si¢
najwigkszymi zmianami w czasie.

105 —— emulsja O/W na zimno
051 —— emulsja W/O
0,0 —e— emulsja O/W
-0,5—.
-1,0—-
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Rys. 60. Profile ABS emulsji zawierajacych B-karoten przechowywanych w temperaturze
pokojowej bez dostepu §wiatla.

Na rys. 60 mozna zaobserwowac, ze wraz z uplywem czasu przechowywania emulsji
postepuje zjawisko flokulacji, czyli agregacji czastek. Zmiany wstecznego rozproszenia
osiaggnely nastgpujace wartosci dla emulsji O/W na zimno -1,00%, dla emulsji O/W -5,00%
oraz dla emulsji W/O -2,5 % i nie ulegty dalszemu poglebieniu. Zmiany warto$ci wstecznego
rozproszenia §wiadcza o niewielkiej niestabilno$ci emulsji (wystepuje zjawisko flokulacji),
miesci si¢ ona w granicach normy (-10%). Emulsja O/W przygotowana na zimno wykazala
si¢ najmniejszymi zmianami warto$ci wstecznego rozproszenia -1,00%. Jest to spowodowane
sktadem 1 sposobem przygotowania emulsji. Emulsja przygotowana na zimno z udzialem
koemulgatora, utrzymujacego mozliwie najnizsze napigcie miedzyfazowe charakteryzuje si¢
najwigkszg stabilno$ciag. Badania wykazaty, ze najmniej stabilnym typem emulsji jest emulsja
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typu O/W przygotowana na gorgco, poniewaz wykazuje najwieksze odchylenia od pomiaru
referencyjnego (ABS).
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Rys. 61. Profile ABS emulsji zawierajacych [-karoten przechowywanych w temperaturze
pokojowej z dostepem $wiatla.

Na rys. 61 zaobserwowano, ze zmiany wartosci wstecznego rozproszenia Swiatta
osiggnely wartosci dla emulsji O/W na zimno -1,25%, dla emulsji O/W -5,5% oraz dla
emulsji W/O -2,75 %. Badania wykazaty, ze najmniej stabilnym typem emulsji jest emulsja
typu O/W, poniewaz rowniez cechuje si¢ najwigkszym odchyleniem od pomiaru
referencyjnego (ABS). Wszystkie typy emulsji sg bardziej stabilne w temperaturze pokojowej
bez dostgpu Swiatta. Na stabilno$¢ preparatow z P-karotenem negatywnie wpltywa wysoka
temperatura, dostep Swiatta 1 obecnos¢ tlenu [331].
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Rys. 62. Profile ABS, emulsji zawierajacych -karoten przechowywanych w temperaturze
45°C.
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Przeprowadzono przyspieszony test starzeniowy. Test przeprowadzony w
podwyzszonej temperaturze (45°C) przez 24h wykazal (rys. 62), ze najbardziej stabilng
sposrod przygotowanych formulacji jest emulsja O/W sporzadzona na zimno, poniewaz
wykazuje najmniejsze odchylenie od wynikow pomiaru odniesienia, czyli charakteryzuje si¢
najmniejsza warto$cia ABS (-0,25%). Dla wszystkich trzech rodzajow emulsji ABS jest
nizsze w temperaturze pokojowej niz w temperaturze 45°C.Wynika to z faktu, ze pomiary
przyspieszonego testu starzenia przeprowadzono po uplywie 100 dni od wykonania
preparatéw, ktore w tym czasie osiggnety stan stabilny. Moze to réwniez wynika¢ ze zmiany
sity oddziatywan van der Waalsa w wysokiej temperaturze. Temperatura ta jest gtowna
przyczyna powstawania zjawiska flokulacji w emulsjach.

e formulacje kosmetyczne zawierajace likopen

Na rys. 63 mozemy zaobserwowaé, ze wraz z uptywem czasu przechowywania
emulsji postepuje zjawisko flokulacji. Zmiana wstecznego rozproszenia $wiatta dla emulsji
O/W przygotowanej na zimno wyniosta -1,00%, dla emulsji O/W -4,75%, natomiast dla
emulsji W/O -3,5 % i nie ulegta dalszemu poglebieniu. Emulsja O/W na zimno jest
najbardziej stabilng z badanych emulsji.
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Rys. 63. Profile ABS emulsji zawierajacych likopen przechowywanych w temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla.
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Rys. 64. Profile ABS emulsji zawierajacych likopen przechowywanych w temperaturze
pokojowej z dostepem $wiatla.

Zmiany warto$ci wstecznego rozproszenia $wiatta dla probek przechowywanych 100
dni w temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta osiggnety nastepujace wartosci: dla emulsji
O/W na zimno -1,00%, dla emulsji O/W -4,75 % oraz dla emulsji W/O -3,0 % i nie ulegly
dalszemu poglebieniu (rys. 64). Mozna zaobserwowac, ze najbardziej niestabilnym typem
emulsji jest emulsja typu O/W przygotowana na goraco. Dostep $wiatta miat wplyw na
zwigkszenie si¢ niestabilno$ci. Wszystkie typy emulsji sg bardziej stabilne w temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatla, poniewaz likopen rozktada si¢ w wysokich temperaturach, w
obecnosci $wiatla oraz tlenu.
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Rys. 65. Profile ABS emulsji zawierajacych likopen przechowywanych w temperaturze 45°C.
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Przyspieszony test starzeniowy, ktory =zostat przeprowadzony w temperaturze 45°C
udowodnit, tak jak w poprzednich analizach, ze emulsja zachowujaca najwigksza stabilnos¢
jest emulsja typu O/W przygotowana na zimno (ABS= -0,25%) (rys. 65).

e formulacje kosmetyczne zawierajace astaksantyne

Na podstawie badan stwierdzono, ze we wszystkich warunkach przechowywania:
temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatla, z dostgpem S$wiatta oraz w 45°C (rys. 66-68),
najbardziej stabilng formulacja tak jak w kosmetykach zawierajacych B-karoten oraz likopen
okazala si¢ emulsja typu O/W przygotowana na zimno. Emulsja ta wysoka stabilnosc,
niezmienng w réznych warunkach przechowywania zawdzi¢cza zarowno swojemu sktadowi,
jak i sposobowi przygotowania. Najmniej stabilng emulsjg okazata si¢ emulsja typu O/W
sporzadzona na goraco, ktora charakteryzuje si¢ we wszystkich warunkach najwyzszymi
odchyleniami od warto$ci ABS.
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Rys. 66. Profile ABS emulsji zawierajacych astaksantyng przechowywanych w temperaturze
pokojowej bez dostepu §wiatla.
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Rys. 67. Profile ABS emulsji zawierajacych astaksantyne przechowywanych w temperaturze
pokojowej z dostepem $wiatla.
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Rys. 68. Profile ABS emulsji zawierajacych astaksantyng przechowywanych w temperaturze

45°C.

Temperatura oraz dostgp $wiatlta wptywaja negatywnie na stabilno$¢ badanych
kosmetykow, powodujg poglebienie sie zjawiska flokulacji. Zawarto$¢ B-karotenu, likopenu
czy astaksantyny we wszystkich typach emulsji nie wptyng¢ta istotnie na zmiany stabilno$ci
tych emulsji przechowywanych w réznych warunkach. Zwiazki te pelnia w badanych
emulsjach rol¢ antyoksydantéw, majg za zadanie zwigkszy¢ skutecznos$¢ dziatania kosmetyku.
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6.8. Badanie rozkladu wielkoS$ci czastek emulsji kosmetycznych technika dyfrakcji
laserowej
6.8.1. Samodzielnie przygotowane emulsje kosmetyczne zawierajace rozne karotenoidy

Badaniom rozktadu wielko$ci czastek poddano wszystkie trzy typy emulsji. Formulacje
przechowywane byty r6znych warunkach.

e formulacje kosmetyczne zawierajace p-karoten

Emulsja typu O/W przygotowana na zimno, zawierajaca f-karoten i przechowywana w
roznych warunkach.
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Wielkost czastek [jum]

emulsja od razu po przygotowaniu

emulsia po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwigkow o czestotliwosci 20 kHz

Rys. 69. Porownanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w A: temperaturze pokojowej z dostgpem $wiatla, B:temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatta, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C po 100 dniach.
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W przypadku emulsji typu O/W przygotowanej na zimno zawierajacej [-karoten,
badanie rozktadu wielkos$ci czastek potwierdzito stabilno$¢ tej emulsji. Wnioski te zostaty juz
wysunigte przy uzyciu metody wielokrotnego rozpraszania §wiatta (rozdziat 6.7). Emulsja
przygotowana na zimno z udzialem koemulgatora, ktéry utrzymuje mozliwie najnizsze
napigcie migdzyfazowe, najwigksza stabilno$¢ zawdzigcza wlasnie swojemu sktadowi. Na
rys. 69 mozna zaobserwowaé wielkosci czgstek w zakresie 0,7 - 11 pum. Warunki
przechowywania emulsji O/W na zimno nie mialy znacznego wplywu na zmiang tego
zakresu, co $wiadczy o stabilnosci tej emulsji. Rozktad wielkosci czastek emulsji nie zmienia
si¢ po uzyciu ultradzwigkéw, ktore maja za zadanie rozbicie potencjalnych aglomeratow,
bedacych oznakg postgpujacego procesu destabilizacji emulsji (rys. 69).

Tab. 37. Parametry rozktadow wielkosci czgstek dla emulsji O/W przygotowanej na zimno
zawierajacej B-karoten i przechowywanej w r6znych warunkach.
Rozklad wielko$ci | D 3)[pm] | Dgolpm] | d1)[pm] d(o5)[pnm] d(o,9)[pm]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 2,80+0,02 | 1,75+0,01 | 0,18+0,02 0,40+0,05 1,73+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 2,70+0,02 | 1,66+0,01 | 2,28+0,02 2,50+0,05 2,83+0,04

Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatta, po 100 dniach

bez uzycia 2,89+0,04 | 1,78+0,08 | 0,18+0,01 0,41+0,01 1,71+£0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 2,72+0,06 | 1,68+0,02 | 2,26+0,01 2,50+0,01 2,80+0,04

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,73+0,02 | 1,65+0,02 | 0,17+0,01 0,41+0,01 1,72+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwigkami | 2,73+0,02 | 1,52+0,02 | 2,25+0,01 2,50+0,01 2,80+0,04

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,96+1,15 | 1,67+0,02 | 0,18+0,02 0,42+0,05 1,74+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 3,45+0,19 | 1,524+0,02 | 2,26+0,02 2,5040,05 2,82+0,04

D3 - $rednia $rednica czastek D32 - miara powierzchni czynnej czastek dgq) - 10% z rozktadu
czastek znajduje si¢ ponizej tej wartosci ,dps) - mediana rozktadu czastek ,dgg) - 90% z rozkladu
czastek znajduje sie ponizej tej wartosci Doktadny opis wyzej wymienionych wartosci znajduje si¢ w
rozdziale 5.7.

Badania wykazaly, ze 90% (d(o,9)) czastek emulsji O/W ma $rednic¢ mniejsza niz
1,71£0,04 - 2,83+0,04 um, natomiast 10% czastek (d,1)) ma $rednic¢ mniejsza niz 0,17+0,01
- 2,28+0,02 um. 50% czastek emulsji (ds)) ma $rednice wigksza lub mniejsza niz 0,40+0,05
-2,5040,05 pm.

Srednia $rednica czastek dla emulsji O/W przygotowywanej na zimno zmienita sie z
2,80+0,02 - 2,96+1,15 um do 2,70+£0,02 - 3,45+0,19 pum, natomiast miara powierzchni
czynnej czastek zmniejszyta si¢ z 1,65+0,02 - 1,78+0,08 pm do 1,52+0,02 - 1,68+0,02 pum.
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Zmiana wartosci Srednic Do) oraz D 3 miata miejsce pod wplywem ultradzwickow (20
kHz) (tab.37). Swiadczy to o stabilnosci badanych probek.

Emulsja typu O/W zawierajaca B-karoten i przechowywana w réznych warunkach.
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Wielkos¢ czastek [pm]

emulsja od razu po przygotowaniu
emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekdw o czestotliwosei 20 kHz

Rys. 70. Poréwnanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Wielkos¢ czastek fazy zdyspergowanej zalezy od wielu czynnikow, m.in. od czasu 1
predkosci homogenizacji, rodzaju i dodatku emulgatora oraz ilo$ci 1 rodzaju zagestnika.
Wiasciwy dobor tych parametrow gwarantuje ,ustabilizowanie czastek” fazy
zdyspergowanej, ktore pod wzgledem termodynamicznym ciagle pozostaja w ruchu, dazac do
zmian w strukturze uktadu dyspersyjnego [167].
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W emulsji typu O/W we wszystkich warunkach przechowywania od razu po
sporzadzeniu zaobserwowano pojawienie si¢ czastek w zakresie 0,1 - 10 um, ktore po uzyciu
ultradzwiekéw nie ulegajg rozbiciu (rys. 70). Przechowywanie emulsji w temperaturach: 4°C
oraz RT bez dostepu swiatta nie spowodowato zmian w rozktadzie wielkosci czastek emulsji,
co $wiadczy o ich stabilno$ci. Karotenoidy sa zwigzkami charakteryzujagcymi si¢ wysoka
niestabilno$cig pod wplywem podwyzszonej temperatury. Po 100 dniach przechowywania
emulsji zaobserwowano wzrost wielkos$ci czastek do 0,3 - 500 um we wszystkich warunkach
przechowywania.

Tab. 38. Parametry rozktadow wielkosci czastek dla emulsji O/W zawierajacej B-karoten
przechowywanej w roznych warunkach.

Rozklad wielkoSci D(4‘3) [um] D(3‘2) [um] d(O,l) [um] d(o,s) [um] d(o,g) [um]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 0,70+0,02 | 2,01£0,01 | 0,17+0,01 0,38+0,01 1,77+0,01
ultradzwiekow
z ultradzwiekami | 0,73+0,01 | 0,31+0,01 | 0,28+0,01 | 0,50+0,02 1,88+0,01
Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatta, po 100 dniach
bez uzycia 0,70+0,04 | 2,07£0,04 | 0,17+0,01 0,36+0,02 1,75+0,11
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 0,73+0,01 | 0,34+0,01 | 0,26+0,01 0,49+0,02 1,86+0,11

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 0,72+0,02 | 2,09+0,04 | 0,16+0,01 0,36+0,01 1,74+0,11
ultradzwiekow

z ultradzwigkami | 0,74+0,04 | 0,35+0,01 | 0,29+0,01 0,49+0,02 1,85+0,11

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 0,70+£0,04 | 2,09+0,03 | 0,17+0,01 0,38+0,02 1,88+0,01
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 0,75+£0,01 | 0,37+0,01 | 0,25+0,01 0,50+0,02 1,81+0,01

Na podstawie tab. 38 zauwazono, ze $rednica D 3)dla emulsji O/W przechowywanej
w temperaturze pokojowej bez dostgpu Swiatta zmienita si¢ z 0,70+0,04 um do 0,73+ 0,01
um, natomiast Srednica D) zmniejszyla si¢ z 2,07£0,0lum do 0,34+0,01 um po
zastosowaniu ultradzwigkow (20 kHz). Ten sam efekt zaobserwowano dla emulsji O/W
przechowywanej w temperaturze pokojowej z dostgpem $wiatla, 4°C oraz 45°C. 90% czastek
tej emulsji ma $rednice mniejszg niz 1,74+0,11 - 1,88+0,01 um, natomiast 10% czastek ma
srednice mniejszg niz 0,16£0,01 - 0,29+0,01 pm. 50% emulsji ma $rednice wigkszg lub
mniejsza niz 0,36%0,01 - 0,50+0,02 um. Wyniki wykazaty, ze emulsja O/W charakteryzowata
si¢ najmniejsza srednicg czastek sposrod wszystkich otrzymanych preparatéw. Po 100 dniach
przechowywania emulsji zaobserwowano pojawienie si¢ dodatkowej frakcji w stosunku do
pomiarow wykonanych od razu po sporzadzeniu emulsji. Mniejsze krople emulsji, $cisle
upakowane z wigkszymi moga tworzy¢ strukture siatki przestrzennej stabilizujacej uktad
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emulsyjny [167]. Obecno$¢ takich dwoch wyraznie zarysowanych frakcji w emulsji moze
$wiadczy¢ o zaistnieniu tego zjawiska.

Emulsja typu W/O zawierajaca p-karoten, przechowywana w réznych warunkach.
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emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekow o czestotliwosci 20kHz

Rys. 71. Poréwnanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Wptyw ultradzwigkow jest rowniez wyraznie widoczny w przypadku emulsji typu
W/O. Przed uzyciem ultradzwigkéw zauwazono jeden szeroki pik w zakresie wielko$ci
czastek od 7 do 1000 um. Po zastosowaniu ultradzwigkdéw, pik przesuwa si¢ w strone
nizszych warto$ci rozmiaru czgstek (0,1 - 20um) (rys. 71). Utworzone aglomeraty, ktore
powodowaty niestabilno$¢ emulsji, zostaly rozbite za pomoca ultradzwiekéw. Gruczynska i
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wsp. [348] wykazali, ze na rozktad oraz $rednig wielko$¢ czgstek rozproszonej fazy emulsji
wplyw maja warunki przechowywania.

Tab. 39. Parametry rozktadow wielkosci czastek dla emulsji W/O zawierajacej B-karoten,
przechowywanej w ré6znych warunkach.
Rozklad wielkoS$ci Dw,3)[pm] D@,2)[pm] do,n[pm] | ds)[pm] d(o,9)[pm]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 210,34+15,00 | 83,04+3,34 | 0,24+0,01 | 2,85+0,01 | 9,76+0,32
ultradzwiekow

Z ultradzwiekami 3,86+0,22 0,58+0,05 | 0,45+0,01 | 4,86+0,01 | 11,78+0,32

Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 219,63+£15,00 | 87,05+3,65 | 0,20+0,01 | 2,82+0,43 | 9,72+0,32
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 3,91+0,26 0,60+£0,05 | 0,32+0,01 | 3,84+0,43 | 10,74+0,32

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 222,69+£19,00 | 88,02+3,70 | 0,22+0,01 | 2,83+0,46 | 9,73+0,32
ultradzwiekow
z ultradzwiekami 3,92+0,25 0,62+0,05 | 0,34+0,01 | 3,85+0,47 | 10,76+0,32

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 225,78+23,00 | 89,07+4,50 | 0,24+0,01 | 2,86+0,01 | 9,77+0,32
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 3,95+0,25 0,64+0,06 | 0,45+0,01 | 4,88+0,01 | 11,78+0,32

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwazono, ze $rednica D3y emulsji W/O
przechowywanej w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatta pod wplywem
ultradzwigkoéw zmienita si¢ z 219,63+15,00 pm do 3,91+ 0,26 um. Natomiast Srednica D3 2
ulegta zmianie z87,05+3,65 pm do 0,60+0,05 um po zastosowaniu ultradzwigkéw (tab. 39).
Podobne zaleznosci zaobserwowano dla emulsji W/O przechowywanej w temperaturze
pokojowej z dostepem $wiatta, 4°C oraz 45°C. Emulsja ta ma w swoim sktadzie najwigce]
sktadnikow ttuszczowych, dlatego tez charakteryzuje si¢ najwyzsza mediang rozktadu czastek
oraz parametrami d 1) i d(o,9) sposrod wszystkich badanych emulsji. 90% czastek tej emulsji
ma $rednic¢ mniejsza niz 9,72+0,32 - 11,78+0,32 um. 50% czastek tej emulsji ma $rednice
wieksza lub mniejsza niz 2,82+0.43 - 4,88+0,01 um. Natomiast 10% czastek ma $rednice
mniejszag niz 0,20+0.01 - 0.454+0.01 um. W trakcie przechowywania emulsji przez 100 dni,
niezaleznie od temperatury, zaobserwowano wzrost $redniej wielkosci czastek.
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e formulacje kosmetyczne zawierajace likopen

Emulsja typu O/W przygotowana na zimno, zawierajaca likopen i przechowywana w
roznych warunkach
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Wielkos¢ czastek [pum]

emulsja od razu po przygotowaniu
emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekow o czestotliwosei 20 kHz

Rys. 72. Poréwnanie rozktadow wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem S$wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Emulsja typu O/W przygotowana na zimno nie ulega destabilizacji wraz z czasem jej
przechowywania. Zaobserwowano pik w nizszym zakresie wielkosci czastek (0,7-11 um).

Mozna wyciagnaé wniosek, ze warunki przechowywania nie wptynety na rozktad wielkosci
czastek tej emulsji (rys. 72).
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Tab. 40. Parametry rozkltadow wielkosci czgstek dla emulsji O/W zawierajacej likopen,
przechowywanej w r6znych warunkach.

Rozklad wielkoSci D(4‘3) [um] D(3‘2) [um] d(O,l) [um] d(o,s) [um] d(o,g) [um]
czastek

Temperatura pokojowa z dostepem swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 2,80+0,02 | 1,75+0,01 | 0,18+0,02 0,40+0,05 1,73+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 2,70+0,02 | 1,66+0,01 0,28+0,02 0,50+0,05 1,83+0,04

Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 2,89+0,04 | 1,78+0,08 | 0,18+0,01 0,41+0,01 1,71+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 2,72+0,06 | 1,68+0,02 | 0,26+0,01 0,50+0,01 1,80+0,04

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,73+0,02 | 1,65+0,02 | 0,17+0,01 0,41+0,01 1,72+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwigkami | 2,73+0,02 | 1,52+0,02 | 0,25+0,01 0,50+0,01 1,80+0,04

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,96+1,15 | 1,67+0,02 | 0,18+0,02 0,42+0,05 1,74+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami | 3,45+0,19 | 1,52+0,02 | 0,26+0,02 0,50+0,05 1,82+0,04

Zauwazono, ze emulsja tego typu nie wykazuje tendencji do tworzenia si¢
aglomeratow, dlatego tez nie zaobserwowano znaczacych zmian w wielko$ci czastek pod
wptywem dzialania ultradzwiekdéw (tab. 40). 90% czastek tej emulsji ma $rednice mniejsza
niz 1,71+£0,04 - 1.83+0,04 um, natomiast 10% czastek ma $rednic¢ mniejsza niz 0,17+0,01 -
0,28+0,02 um. 50% emulsji ma $rednice wiekszg lub mniejsza niz 0,40+0,05 - 0,50+0,05 um.
Wartos¢ zmierzonej Srednicy D3 dla zbadanej emulsji zmienita si¢ z 2,80+0,02 -
2,96£1,15um do 2,70+0,02 - 3,45+0,19um, natomiast Srednica D2 zmniejszyla si¢ z
1,75+0,01 - 1,78+0,08 do 1,68+0,02 - 1,52+0,02 pm. Zmiana warto$ci wyzej wymienionych
srednic nastgpita po zastosowaniu ultradzwiekow (20 kHz).
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Emulsja typu O/W zawierajaca likopen, przechowywana w réznych warunkach
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Wielkosc czastek [pm]

emulsja od razu po przygotowaniu

emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekow o czestotliwosci 20 kHz

Rys. 73. Poréwnanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

W emulsji typu O/W zawierajacej likopen od razu po przygotowaniu mozna zaobserwowac
pik o dwoch maksimach, pierwsze maksimum przy 0,4 um oraz drugie maksimum przy 2 pm.
Po 100 dniach przechowywania rozktady wielko$ci czastek sg zupelie inne niz rozktady
wykonane od razu po przygotowaniu emulsji (rys. 73). Dodatkowy, szeroki pik pojawia si¢
przy bardzo duzych wielko$ciach czastek w zakresie 10 - 1000 um. Przechowywanie emulsji
w temperaturach: 4°C oraz pokojowej bez dostepu swiatta nie spowodowatly zmiany rozktadu
wielkos$ci czastek emulsji, co §wiadczy o ich stabilnos$ci.
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Tab. 41. Parametry rozktadéw wielkosci czastek dla emulsji O/W zawierajacej likopen
przechowywanej w r6znych warunkach.
Rozklad wielkoSci D(4,3)[um] D(3‘2)[um] d(oil)[um] d(o,s)[um] d(o,g)[um]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 70,54+0,02 | 2,07+0,01 | 0,18+0,02 | 0,43+0,05 1,75+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 0,75+0,02 | 0,46+0,01 | 0,25+0,02 | 0,50+0,05 1,83+0,03

Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 70,24+0,04 | 2,06+0,01 | 0,16+0,01 | 0,41+0,01 1,71+£0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 0,74+0,02 | 0,36+0,01 | 0,23+0,01 | 0,50+0,01 1,80-0,04

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 69,45+0,01 | 2,01+£0,01 | 0,15+0,01 | 0,41+0,01 1,72+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 0,73+0,02 | 0,43+0,02 | 0,24+0,01 | 0,40+0,01 1,80+0,03

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 70,65+0,02 | 2,08+0,02 | 0,18+0,02 | 0,42+0,05 1,74+0,04
ultradzwiekow

Z ultradzwiekami 0,76+0,02 | 0,54+0,02 | 0,26+0,02 | 0,50+0,05 1,82+0,04

Srednia wielko$¢ czastek dla emulsji typu O/W, ktéra byta przechowywana w
temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta zmienita si¢ pod wplywem ultradzwickow z
70,24+0,36 pm do 0,74+0,02 pm. Miara powierzchni czynnej czastek ulegla zmniejszeniu z
2,06+0,01 do 0,36+0,01 wm po zastosowaniu ultradzwigkdéw. 90% czastek tej emulsji ma
srednice mniejszg niz 1,71+0,04 - 1,824+0,04 pm, natomiast 10% czastek ma S$rednice
mniejszg niz 0,15+£0,01 - 0,26+0,02 um. 50%czastek emulsji ma Srednice wigksza lub
mniejsza niz 0,43+0,05 - 0,50+0,01 um (tab. 41). Zaobserwowano wyrazny zarys dwoéch
frakcji, spowodowany wiekszg trudnoscig w zdyspergowaniu fazy olejowej w fazie wodnej
(rys. 73).
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Emulsja typu W/O zawierajaca likopen, przechowywana w réznych warunkach.

5 A
4
3
2
1
0
5 B
4
3
2
E' 1
3 0
o
T s C
-O“ 4
3
2
1
0
5 D
a
3
2
1
0
0.1 1 10 100 1000

Wielkosé czastek [um]

emulsja od razu po przygotowaniu

emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekow o czestotliwosci 20kHz

Rys. 74. Poréwnanie rozktadow wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Na rys. 74 mozna zaobserwowa¢ zmiany rozktadow wielkosci czastek po uzyciu
ultradzwigkow w stosunku do rozktadow wielkos$ci czastek zbadanych dla preparatow od razu
po ich przygotowaniu. Mozna zauwazy¢ szeroki pik w zakresie 7 - 990um dla emulsji
poddanej badaniu od razu po sporzadzeniu oraz pik w zakresie 10 - 1000 pm dla emulsji
badanej po 100 dniach przechowywania. Wpltyw ultradzwickow jest widoczny, poniewaz po
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ich zastosowaniu aglomeraty obecne w emulsji zostaja rozbite na czastki o zdecydowanie
mniejszych rozmiarach.
Tab. 42. Parametry rozkladow wielkosci czastek dla emulsji W/O zawierajacej likopen,
przechowywanej w r6znych warunkach.

Rozklad wielkoSci Dw,3)[pm] D@aolum] | deylpm] | desipm] | deglpm]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 238,78+ 8,50 | 95,54+4,56 | 0,21+£0,01 | 3,17+0,15 | 8,75+0,20
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 3,81+ 0,09 0,61+0,06 | 0,43+0,01 | 5,19+0,15 | 9,77+0,20

Temperatura pokojowa bez dostepu swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 236,58+8,40 | 94,97+4,45 | 0,21+0,01 3,16£0,18 | 8,78+0,22
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 3,80+0,06 0,60+0,05 | 0,34+0,01 5,16£0,18 | 9,72+0,22

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 237,76+£8,50 | 95,78+4,48 | 0,20+0,01 | 3,16+0,10 | 8,79+0,20
ultradzwiekow
z ultradzwiekami 3,80+0,02 0,63+0,01 | 0,30+0,01 | 5,16+0,10 | 9,76+0,20

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 239,82+ 8,70 | 95,64+4,76 | 0,22+0,01 | 3,18+0,10 | 8,74+0,10
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 3,82+ 0,01 0,64+0,06 | 0,42+0,01 | 5,18+0,10 | 9,74+0,10

Zbadano S$rednicg D3y dla emulsji typu W/O, ktora byla przechowywana w
temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatta. Zaobserwowano zmiany tego parametru z
236,58+8,40 pm do 3,80+ 0,06 um, natomiast Srednica D3 2) zmniejszyla si¢ z 94,97+4,45 do
0,60+0,05 um. Zmiana wartosci srednic nastgpita po zastosowaniu ultradzwieckow. Ten sam
efekt zaobserwowano dla emulsji O/W przechowywanej w temperaturze pokojowej z
dostgpem S$wiatta, 4°C oraz 45°C. 90% czastek tej emulsji charakteryzuje si¢ $rednicg
mniejszg niz 8,74+0,10 - 9,7440,10 pm. Natomiast 50% czastek badanej emuls;ji
charakteryzuje si¢ $rednica wigkszg lub mniejsza niz 3,16+0,10 - 5,19+0,15 pm. 10% czastek
ma $rednice mniejszg niz 0,20+0,01 - 0,43+£0,01 pum (tab. 42).
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e formulacje kosmetyczne zawierajace astaksantyne

Emulsja typu O/W przygotowana na zimno zawierajaca astaksantyne, przechowywana
w roznych warunkach.
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Wielkosé czastek [pm]

emulsja od razu po przygotowaniu
emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekoéw o czestotliwosci 20 kHz

Rys. 75. Poréwnanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostgpem $wiatla, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatta, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Emulsja typu O/W przygotowana na zimno zawierajaca astaksantyne jest najbardziej
trwalym typem formulacji. Wniosek taki wyciggnieto na podstawie rys. 75. Zauwazono
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obecno$¢ szerokiego piku w zakresie 0,7 -11 um. Mozna stwierdzi¢, ze rodzaj dodanego
karotenoidu nie wptywa na zmiany stabilnos$ci tego typu emulsji.

Tab. 43. Parametry rozktadow wielkosci czastek dla emulsji O/W zawierajacej astaksantyne
przechowywanej w r6znych warunkach.
Rozklad wielkoS$ci Dw,3)[pm] D@aolmm] | deylpm] | desum] d(o,9)[pm]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 2,92+1,12 1,71£0,06 | 1,18+0,02 | 1,40+0,05 | 2,73+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 3,43+0,16 1,59+0,01 | 2,28+0,02 | 2,50+0,05 | 3,83+0,04

Temperatura pokojowa bez dostepu $wiatla, po 100 dniach

bez uzycia 2,76+0,04 1,60+0,01 1,18+0,01 1,41+0,01 | 2,71£0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 2,62+0,05 1,5040,01 | 2,26+0,01 | 2,50+0,01 | 3,80+0,04

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,74+0,02 1,62+0,02 | 1,17+0,01 | 1,41+0,01 | 2,72+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 2,74+0,03 1,52+0,02 | 2,25+0,01 | 2,50+0,01 | 3,80+0,04

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 2,91+1,15 1,70+0,05 | 1,18+0,02 | 1,42+0,05 | 2,74+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 3,41+0,17 1,56+0,02 | 2,26+0,02 | 2,50+0,05 | 3,82+0,04

Zauwazono, ze 90% czastek tej emulsji ma S$rednice mniejsza niz 2,71+£0,04 -
3,82+0,04 um, 10% czastek charakteryzuje si¢ $rednicag mniejszg niz 1,18+0,02 - 2,28+0,02
um. Stwierdzono, ze 50% emulsji ma $rednice wigksza lub mniejszag niz 1,40+0,05 -
2,50+0,05 pm (tabela 43). Zbadano réwniez $rednice D4 3) dla badanej emulsji. Srednica ta
zmienita si¢ z 2,76+£0,04 - 2,92+1,12 um do 2,62+0,05 - 3,434+0,16 um. Natomiast $rednica
D@2 ulegta pomniejszeniu z 1,71+£0,06 - 1,60+0,01 do 1,59+0,01 - 1,50+0,0 1 pm po
zastosowaniu ultradzwigkoéw (20 kHz) (tab. 43).
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Emulsja typu O/W zawierajaca astaksantyne, przechowywana w roznych

warunkach.
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Wielkosé czastek [um]

emulsja od razu po przygotowaniu

emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja  po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwiekow o czestotliwosci 20kHz

Rys. 76. Porownanie rozkladéw wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B; temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

W emulsji typu O/W zawierajacej astaksantyne od razu po przygotowaniu mozna
zaobserwowac pik o dwoch maksimach. Pierwszy przy wartosci 0,4 um, natomiast drugi przy
wartosci 2 um. Po 100 dniach przechowywania na rozkladzie pojawiajg si¢ dwa piki w
zakresie 0,8 - 10 um oraz 10 - 800 pum (rys. 76). Pik potozony w zakresie 10 - 800 pm zostat
rozbity dzialaniem ultradzwigkéw. Przechowywanie emulsji w temperaturach: 4°C oraz
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pokojowej bez dostepu $wiatla nie spowodowato zmiany rozkltadu wielkosci czastek emulsji,
co $wiadczy o ich stabilnosci.

Tab. 44. Parametry rozktadow wielkosci czastek dla emulsji O/W zawierajacej astaksantyne,
przechowywanej w r6znych warunkach.
Rozklad wielkoS$ci Dw,3)[pm] D@aolmm] | deylpm] | desum] d(o,9)[pm]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 71,50+0,35 1,48+0,08 | 1,17+0,02 | 1,40+0,01 | 1,81+0,04
ultradzwiekow

Z ultradzwiekami 0,78+0,02 0,37+0,07 | 2,17+0,02 | 1,40+0,01 | 2,81+0,04

Temperatura pokojowa bez dostepu Swiatla, po 100 dniach

bez uzycia 70,45+0,30 1,46+0,05 | 1,17+0,02 | 1,40+0,01 | 1,81+0,04
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 0,77+0,02 0,36+0,01 | 2,19+0,03 | 2,42+0,02 | 2,71+0,03

Temperatura 4°C, po 100 dniach
bez uzycia 70,40+0,25 1,45+0,04 | 1,194+0,03 1,42+0,02 | 1,7140,03
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 0,76+0,01 0,36+0,01 | 2,18+0,02 | 2,43+0,02 | 2,73+0,02

Temperatura 45°C, po 100 dniach
bez uzycia 71,25+0,32 1,48+0,07 | 1,18+0,02 | 1,43+0,02 | 1,73+0,02
ultradzwiekow

z ultradzwiekami 0,78+0,02 0,38+0,08 | 2,16+0,02 | 2,41+0,01 | 2,82+0,04

Srednia wielko$¢ czastek dla analizowanej emulsji O/W przechowywanej w
temperaturze pokojowej bez S$wiatla zmienita si¢ z 70,45+0,30 um do 0,77+ 0,02 pm.
Srednica D@2 zmniejszyta si¢ z 1,46+0,05 do 0,36+0,01 pm. Zmiana wartosci Srednicy
nastgpita po zastosowaniu ultradzwigkow. Ten sam efekt zaobserwowano dla emulsji O/W
przechowywanej w pozostalych warunkach. Zbadano nastgpujace parametry: dpg), ktory
wynosi 1,81+0,04 - 2,82+0,04 pm, dp1) wynosi 1,17£0,02 - 2.19+0,03 pm. Natomiast
mediana zbadanej emulsji przyjmuje warto$ci w zakresie1.40+0,01 - 2,43+0,02 um (tab. 44).
Rowniez zaobserwowano pojawienie si¢ dwoch frakeji (rys. 76) po 100 dniach
przechowywania. Dlatego tez stwierdzono, Ze czas przechowywania badanej emulsji ma duzy
wplyw na wielko$¢ czastek emulsji typu O/W.
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Emulsja typu W/O, zawierajaca astaksantyne i przechowywana w roznych

warunkach
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emulsja od razu po przygotowaniu

emulsja po 100 dniach od przygotowania

emulsja po 100 dniach od przygotowania poddana dziataniu
ultradzwickow o czestotliwosci 20 kHz

Rys. 77. Poréwnanie rozkladow wielkosci czastek badanych formulacji kosmetycznych
przechowywanych w: A: temperaturze pokojowej z dostepem $wiatta, B: temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatla, C: temperaturze 4°C, D: temperaturze 45°C.

Analizowang emulsj¢ zbadano od razu po jej sporzadzeniu. W badanej emulsji
zaobserwowano szeroki pik w zakresie 9 - 1000 um. Po zastosowaniu ultradzwickéw pik
przesunigty zostal w strong¢ nizszych wartosci wielkosci czastek (0,1 — 70 um), co $wiadczy o
rozbiciu aglomeratow (rys. 77).
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Tab. 45. Parametry rozktadow wielkosci czastek dla emulsji W/O zawierajacej astaksantyne,
przechowywanej w r6znych warunkach.

Rozklad wielkoSci D(4‘3) [um] D(3,2) [um] d(o,l) [um] d(o,s) [um] d(o,g) [um]

czastek
Temperatura pokojowa z dostepem Swiatla, po 100 dniach
bez uzycia 214,30+6,50 | 96,85+4,30 | 1,21+0,01 | 2,83+0,10 9,10+0,10
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 3,74+0,10 0,69+0,03 | 2,21+0,01 | 3,83+0,10 | 10,10+0,10

Temperatura pokojowa bez dostepu $wiatla, po 100 dniach

bez uzycia 212,2345,50 | 95,2444,15 | 1,2240,01 | 2,84+0,14 9,08+0,15
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 3,74+0,11 0,69+0,03 | 2,22+0,01 | 3,84+0,14 | 10,08+0,15

Temperatura 4°C, po 100 dniach

bez uzycia 211,35+5,50 | 94,67+4,00 | 1,20+0,01 | 2,82+0,10 9,07+0,10
ultradzwiekow

Z ultradzwi¢kami 3,72+0,01 0,67+0,02 | 2,20+0,01 | 3,82+0,15 | 10,07+0,10

Temperatura 45°C, po 100 dniach

bez uzycia 215,565+6,51 | 96,98+4,30 | 1,23+0,01 | 2,85+0,10 9,11+0,10
ultradzwiekow

z ultradzwi¢kami 3,75+0,01 0,69+0,03 | 2,23+0,01 | 3,85+0,15 | 10,11+0,10

Warto$¢ $rednicy D3y dla emulsji W/O przechowywanej w temperaturze pokojowej
bez dostepu §wiatta zmienita si¢ pod wptywem zastosowania ultradzwickow z 212,23+5,50
um do 3,74+ 0,11 pm. Kolejny badany parametr, $rednica D3,y zmniejszyta si¢ z 95,24+4,15
do 0,69+0,03 pm po zastosowaniu ultradzwigkow. Ten sam efekt zaobserwowano dla
pozostalych warunkéw przechowywania. Badana emulsja charakteryzuje si¢ najwyzsza
mediang rozkladu wielkos$ci czastek sposréd wszystkich badanych emulsji 2,82+0,10 -
3,854+0,15 pum. 90% czastek analizowanej emulsji, ma $rednic¢ mniejszg niz 9,10+0,10 -
10,11+0,10 pm. Natomiast 10% czastek charakteryzuje si¢ Srednicg mniejszg niz 1,21+£0,01-
2,2340,01 um (tab. 45).

Na podstawie dokonanych badafh rozktadu wielkosci czastek emulsji kosmetycznych
zawierajagcych [B-karoten, likopen oraz astaksantyne technika dyfrakcji laserowe;.
Stwierdzono, Ze najbardziej stabilnym typem formulacja jest emulsja typu O/W sporzadzona
na zimno, fakt ten zawdzigcza swojemu sktadowi, jak i sposobowi przygotowania. Warunki
przechowywania emulsji O/W na zimno nie mialy znacznego wplywu na zmiang stabilnosci
tej formulacji. Rozklad wielkos$ci czastek emulsji nie zmienia si¢ po uzyciu ultradzwiekow,
ktore maja za zadanie rozbicie aglomeratéw, bedacych oznaka postgpujacego procesu
destabilizacji emulsji. Na stabilno$¢ emulsji typu O/W oraz W/O mialy wptyw warunki
przechowywania. Przechowywanie emulsji w temperaturach: 4°C oraz w temperaturze
pokojowej bez dostepu $wiatla nie spowodowato zmian w rozkladzie wielkosci czastek
emulsji, co §wiadczy o ich stabilnos$ci. Karotenoidy sg zwigzkami, ktore charakteryzuja si¢
wysoka niestabilno$cig pod wptywem podwyzszonej temperatury dlatego w temperaturach
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pokojowej z dostepem $wiatla oraz w 45°C zaobserwowano proces destabilizacji badanych
emulsji.

6.9. Badania in vivo przeprowadzone na probantach z wykorzystaniem samodzielnie
przygotowanych emulsji kosmetycznych zawierajacych p-karoten

Na podstawie badan stabilno$ci przeprowadzonych przy uzyciu metod:
wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz metody wielokrotnego rozpraszania $wiatta
zaobserwowano, ze najbardziej stabilnym typem jest emulsja O/W sporzadzona na zimno,
dlatego tez zostata ona wykorzystana w badaniach in vivo przeprowadzanych na probantach
oraz badaniach biodostepnosci za pomoca metody strippingu. Wplywu rodzaju karotenoidu na
stabilnos¢ formulacji nie zaobserwowano, dlatego tez wybralam [-karoten, ktory jest
najbardziej popularnym oraz wydajnym karotenoidem.

W badaniu brato udziat 28 probantéw, 22 kobiety (78,5%) oraz 6 m¢zczyzn (21,5%) w
wieku od 21 do 27 lat (rys. 78). Na rysunku 79 przedstawiono samodzielnie przygotowane
kremy zawierajace [3-karoten oraz kremy placebo wykorzystywane w doswiadczeniu.

Pleé

m kobiety
B mezczyzni

Rys. 78. Podziatl probantéw ze wzgledu na ptec.

Rys. 79. Zdjecie przedstawiajgce samodzielnie przygotowane kremy zawierajace B-karoten
(lewa czg$¢) oraz kremy placebo (bez substancji aktywnej) wykorzystywane w
doswiadczeniu.
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Na podstawie ankiety (zat. 7.) stwierdzono, ze probanci posiadajg fototyp skory II -
IV, wg Klasyfikacji Fitzpatricka (tab.46): fototyp Il - 4 osoby (14,3%), fototyp Il - 9 osob
(32,1%), fototyp IV - 15 0s6b (53,6%) (rys. 80) [349].

33.60%

-

Fototyp skory

14,30%

B fototyp 1T
m fototyp IT1
fototyp IV

Rys. 80. Podziat probantow ze wzgledu na fototyp skory wg klasyfikacji Fitzpatricka.

Tab. 46. Fototyp skory wg klasyfikacji Fitzpatricka [350].

Oparzenia sloneczne,

Opalenizna po
ekspozycji na

Opalenizna po
ekspozycji na

Fototyp wystepowanie promieniowanie promieniowanie Kolor skory
opalenizny nadfioletowe (efekt | nadfioletowe (efekt
natychmiastowy) opo6zniony)
skora tatwo ulegajaca
I poparzeniom, nigdy nie brak brak kos¢ stoniowa
opalajaca si¢
skora tatwo ulegajaca
I poparzeniom, minimalnie staba minimalna do stabej biaty
i trudno opalajaca sie
skora umiarkowanie
ulegajaca poparzeniom,
i umiarkowanie umiarkowana umiarkowana biaty
i rownomiernie opalajgca
si¢
skora minimalnie jasnobrazowy,
v ulegajaca poparzeniom, $rednio srednia oliwkowy
tatwo opalajaca si¢
skora rzadko ulegajaca mocna, intensywny | umiarkowany
V poparzeniom, mocno mocna (braz) braz braz
opalajaca si¢
skora nie ulegajaca mocna (ciemny braz) | mocna, intensywny ciemny braz
VI poparzeniom, mocno braz lub czarny

opalajaca si¢

Probanci stwierdzili, ze najwigkszym przesuszeniem ciata dotknig¢te byly okolice

twarzy, konczyn gérnych i dolnych (tab. 47), ktére trwaja od wielu lat (n=14), badz tez od

paru miesigcy (n=14).
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Tab. 47. Lokalizacja przesuszenia ciala.

Lokalizacja Liczba badanych (n) %
twarz 22 78,6
plecy 3 10,7

konczyna gérna 15 53,6
konczyna dolna 11 39,3

Przyczyna przesuszenia skory jest wrodzona (n=6), natomiast wg pozostaltej czgsci
uczestnikow jest ona nabyta (n=22), spowodowana czynnikami przedstawionymi w tab.48.

Tab. 48. Czynniki bedace przyczyng przesuszenia skory.

Czynnik przesuszenia skory Liczba badanych (n) %
promieniowanie UV 9 32,1
lecznicze 2 7,1
kosmetyczne 8 28,6

zmiany hormonalne 2 7,1

inne zaburzenia endokrynologiczne 7 25
leki 1 3,6

urazy mechaniczne 1 3,6

Na podstawie ankiety 3, az 35,7% badanych (n=10) ulegto poparzeniu stonecznemu w
przesztosci. Wsrod probantow, 85,7% (n=24) stosuje ochrong przeciwstoneczng, codziennie
stosuje ja 14,3% (n=4), 57,1% (n=16) wylacznie podczas opalania, natomiast 28,6% (n==8)
ochotnikéw nie stosuje jej wcale lub rzadko (rys. 81).

Stosowanie filtrow UV

14,30% 14,30% H codziennie

. ® wylgcznie podczas
opalania

rzadko

14,30%

B w ogole

Rys. 81. Czgstotliwos¢ stosowania ochrony przeciwstonecznej probantow.

Przed rozpoczgciem badania ankietowani konsultowali si¢ z kosmetologiem (n=3) i
dermatologiem (n=3) w celu rozwigzania problemu przesuszonej skory, 9 osob stosowato
preparaty pielegnacyjne oraz nawilzajgce, natomiast 13 probantow nie stosowalo zadnych
preparatow poprawiajacych kondycje skory (rys. 82).

156



Zapobieganie przesuszeniu
skory

10,70% m konsultacja z

10,70%  kosmetologiem
m konsultacja z
dermatologiem
32,10% preparaty
nawilzajace

H nic z tym nie robi¢

Rys. 82. Podjete dziatania w celu poradzenia sobie z problemem przesuszonej skory.

Tylko 14,3% (n=4) uczestnikow korzystalo wczesniej z zabiegéw nawilzajacych,
nattuszczajacych 1 uelastyczniajacych skorg. Poddali si¢ m.in.: peelingom owocowym
(chemicznym) (n=4), kawitacji (n=3), sonoforezie (n=1), mezoterapii bezigtowej (n=1) oraz
stosowali maski nawilzajace, natluszczajace i uelastyczniajace (n=4) (rys. 83).

Zabiegi kosmetyczne

m peeling owocow
3,600 °:00% P ’

H maski pielegnacyjne

14,30%

kawitacja
m sonoforeza

B mezoterapia
bezigtowa

Rys. 83. Zabiegi kosmetyczne wykonywane w celu poprawienia kondycji skory.

Zaden z probantow nie stosowal wczeséniej kosmetykow badz tez suplementow diety z
[-karotenem.

6.9.1. Aplikacja TRUE testow

Wyniki przeprowadzonych testow stuza ocenie dzialania draznigcego. Wyniki te
zostaly zinterpretowane za pomocg tabeli 49.
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Tab. 49. Interpretacja i zapis wynikoéw TRUE testu, wg ICDRG [200].

- negatywny brak reakcji
?" odczyn watpliwy subtelny rumien
+ staby odczyn rumien, naciek, ewentualne grudki
++ silny odczyn rumien, naciek, grudki, pecherzyki
+++ odczyn skrajnie nasilony pecherze lub owrzodzenia
odczyn odgraniczony od miejsca przylegania substancji,
IR podraznienie wygasajacy od momentu usuni¢cia testu, mozliwe
wybroczyny, krostki, brak grudek,pecherzykow

Rys. 84. TRUE test przygotowany do aplikacji.

Na rys. 84 przedstawiono gotowe do aplikacji TRUE testy. Po zdjgciu plastrow
zauwazalne byly odciski komory, w ktorej znajdowaly si¢ [-karoten, likopen oraz
astaksantyna. 27 probantow otrzymalo wynik negatywny (-) (rys. 85,86).Oznacza to, Ze nie
reaguja alergicznie na badane zwiazki. Natomiastul osoby pojawil si¢ odczyn watpliwy (?7)
(rys.87), na skorze widoczny byt subtelny rumien.

B-karoten

likopen

astaksantyna

Rys. 85. Zdjgcie skory probanta nr 5 zaraz po zdjeciu TRUE testu, u ktorego wynik testu byt
negatywny (-).
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[-karoten

likopen

astaksantyna

Rys. 86. Zdj¢cie kontrolne plecow probanta nr 16 po 96 godzinach od natozenia TRUE testu.

Po uplywie 96 godzin od natozenia TRUE testu, sprawdzono kontrolnie poddang
badaniu skore probantow. Widoczny byt delikatny odcisk komory testowej (rys. 87).

B-karoten

likopen

astaksantyna

Rys. 87. Zdjecie skory probanta nr 10 zaraz po zdjeciu TRUE testu, u ktorego wynik testu byt
watpliwy (?7).

Po aplikacji TRUE testow wszystkim probantom, stwierdzono, ze osoby te nie
posiadaja odczynu pozytywnego na badane zwiazki, czyli nie sg na nie uczulone. Nie bylo
zadnych przeciwwskazan do ich uczestnictwa w dalszych badaniach. Nalezy nadmieni¢, ze
plastry zostaty opracowane tak, aby zapewni¢ najwyzsza biodostgpnos¢ substancji. TRUE test
uznawany jest jako jedyny naskérkowy test platkowy posiadajacy akceptacje FDA oraz
jedyny zgodny z prawem Unii Europejskiej dotyczacym produktow leczniczych, a wigc
wszystkie przygotowane formulacje mogly zosta¢ przebadane pod katem badan aplikacyjnych
(zgoda Komisji Bioetycznej w zat. 1).
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6.9.2. Wplyw testowanego preparatu na poziom nawilzenia naskorka probantéw

Zadaniem preparatow nawilzajacych nie jest wprowadzanie w skoére wody, lecz
ograniczanie jej ucieczki ze skory wtasciwej. Najbardziej efektywng metodg nawilzania skory
jest wzmacnianie barier hamujgcych utrat¢ wody. Zmniejszenie parowania wody z naskorka
jest bezposrednio zwigzane ze wzrostem jego nawilzenia.

Zmiany nawilzenia naskorka slepa préba
54

52
50
48
46

44 I
12 |
10 '

38 n
36

Wzrost nawilzenia [j.u.]
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Rys. 88. Wzrost nawilzenia naskorka od momentu naloZenia preparatu oraz po kolejnych
tygodniach stosowania preparatu nie zawierajacego -karotenu.

Wyniki badan wykazaty, ze emulsja niezawierajaca B-karotenu istotnie zwigkszyta
nawilzenie Stratum corneum. Jest to zwigzane z obecnos$cia w skladzie emuls;ji lipidow, ktére
uzupetniajag lub modyfikujg naturalny ptaszcz wodno - lipidowy oraz cement
mi¢dzykomorkowy. W zwigzku z tym hamuja TEWL poprzez tworzenie okluzji oraz
zwickszaja nawilzenie naskérka wbudowujac sie w lipidy cementu. Srednia warto$é
nawilzenia, ktora zostatla zmierzona probantom przed rozpoczeciem stosowania emulsji
wynosita 31,88 j.u. Po pierwszym tygodniu stwierdzono zmiang o 1,5%. Natomiast
statystycznie istotng réznice w stopniu nawilzenia naskorka zaobserwowano juz po drugim
tygodniu stosowania emulsji, gdzie nawilzenie wzrosto o 8%. Po 3-tygodniowym okresie
stosowania formulacji nawilzenie wzrosto o 16% w poréwnaniu ze stanem wyj§ciowym, co
$wiadczy o bardzo dobrych wiasciwosciach nawilzajacych emulsji (rys. 88). Do czwartego
tygodnia wzrost nawilzenia miat charakter liniowy. Po czterech tygodniach zauwazono wzrost
nawilzenia o 23%, co $wiadczy o skutecznosci przygotowanej emulsji oraz trafnosci w
doborze jej sktadu. Po pigciu tygodniach rowniez uzyskujemy wzrostu badanego parametru o
29%. W 6 tygodniu badan, potwierdzono oczekiwane zatozenia. Samodzielnie przygotowana
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emulsja spowodowata wzrost nawilzenia skory probantéw az o 34%. Najwigkszy wzrost
nawilzenia zaobserwowano po 7 tygodniach badania. Nawilzenie probantow w krotkim czasie
wzrosto o 42%. Mozna wyciaggna¢ wniosek, ze analizowana emulsja, jest kosmetykiem
poprawiajacym nawilzenie skory.

Zmiany nawilienia naskorka krem z g karotenem
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Rys. 89. Wzrost nawilzenia naskoérka od nalozenia preparatu oraz po kolejnych tygodniach
stosowania preparatu z -karotenem.

Z analizy wynikow dla emulsji z B-karotenem wynika, ze w istotny sposob wplywata
ona na wzrost stopnia nawilzenia naskorka. Podczas regularnego stosowania preparatu
nawilzenie wzrastalo o 9% po pierwszym tygodniu stosowania. W kolejnym tygodniu
zauwazono u badanych probantéw wzrost nawilzenia o 18%. Po badaniu, ktére zostato
przeprowadzone w trzecim tygodniu zanotowano wzrost nawilzenia o 24%. Mozna zauwazy¢
liniowy wzrost parametru wzgledem czasu. Po 4 tygodniach zaobserwowano wzrost
parametru o 33%. Mozna wysuna¢ wniosek, ze sktadnik aktywny emulsji to skladnik
hydrofobowy. Tworzy on na powierzchni naskorka nieprzepuszczalny dla parujacej wody
filtr. Substancja aktywna o charakterze hydrofobowym wnika do naskoérka uzupetniajgc tym
samym lipidy ochronnej warstwy naskorka, dzieki czemu w trakcie stosowania takiej emuls;ji
parametr nawilzenia wzrasta. Po pigciu tygodniach stosowania emulsji stwierdzono wzrost o
39%. Po 6 tygodniu badan zaobserwowano zmian¢ nawilzenia o 46%. Po 7 tygodniach
stosowania kremu z [-karotenem zauwazalny jest wzrost stopnia nawilzenia naskorka
probantow $rednio o 55% (rys. 89), natomiast po aplikacji kremu bez substancji aktywnej
wzrost ten wyniost 42% (rys. 88). Zaobserwowano, ze juz po pierwszym tygodniu poziom
nawilZzenia wzrasta i caly czas ro$nie, az do zakonczenia badania.

161



Na podstawie ankiety (zat.7.), ktorg probanci mieli za zadanie wypetni¢, okreslono ich
stopien zadowolenia z efektdow nawilzenia naskorka po aplikacji kreméw. W ankiecie
ustalono 4 - stopniowa skalg satysfakcji, przedstawiong w tab. 50.

Tab. 50. Skala satysfakcji wynikajaca z aplikowanych kremow.

Nota Poziom satysfakcji
0 pogorszenie
1 brak poprawy
2 minimalna poprawa
3 zdecydowana poprawa

Po analizie wynikow obydwoch kremow stwierdzono, ze po aplikacji kremu z B-
karotenem 20 ochotnikéw (71,4%) zauwazylo zdecydowang poprawe nawilzenia, a 8 (28,6%)
twierdzi, ze odczulo minimalng poprawe nawilzenia naskorka (rys. 90).

Satysfakcja z efektu
nawilZzenia naskorka

28,60%

m zdecydowana
poprawa

® minimalna poprawa

Rys.90.Poziom satysfakcji z efektu nawilzenia naskorka po aplikacji kremu z 3-karotenem.

Po zastosowaniu kremu bez substancji aktywnej, 8 ankietowanych (28,6%) nie
zauwazyto poprawy w nawilzeniu, 19 (67,8%) stwierdzito minimalng poprawe, zas$ losoba
(3,6%) dostrzegta zdecydowang poprawe (rys. 91).

Satysfakcja z efektu
nawilzenia naskorka
3,60%
28,60% ’ ® zdecydowana
’ poprawa
® minimalna
poprawa
brak poprawy

Rys. 91. Poziom satysfakcji z efektu nawilzenia po aplikacji kremu bez substancji aktywne;.

Wiyniki ankietowanych sa zgodne z pomiarami wykonanymi przy uzyciu korneometru.
Nawilzenie naskorka probantéw widocznie poprawia si¢ juz po 4 tygodniu stosowania
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kremow. Uzyskane wyniki wskazuja na korzystny wptyw dodatku B-karotenu na wtasciwosci
nawilzajace uzywanej emulsji. Karotenoid ten jest substancja rozpuszczalng w thuszczach, co
stanowi podstawe do stwierdzenia, ze moze on petli¢ role hydrofobowej substancji
btonotworczej. Sktadnik ten zmniejsza odparowanie wody przez efekt okluzyjny, tworzac
cienkg warstewke¢ na powierzchni skory.

6.9.3. Wplyw testowanego preparatu na wartos¢ TEWL

Zdolnos¢ zatrzymywania wody przez stratum corneum jest waznym parametrem
regulujagcym nawilzanie skory. Skora wiasciwa zawiera 80% wody, natomiast warstwa
rogowa naskorka tylko 13%. Wyglad skory zwigzany jest z zatrzymywaniem wody w
naskorku.

Zmiany TEWL slepa proba
20

m Sradnia
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Rys. 92. Spadek TEWL od nalozenia preparatu oraz po kolejnych tygodniach stosowania
preparatu bez -karotenu.

Na podstawie analizy badan dla §lepej proby mozna stwierdzi¢, ze TEWL si¢
zmniejszyt. Srednia warto§¢ TEWL, ktora zostala zmierzona probantom przed rozpoczeciem
stosowania emulsji wynosita 17,2 [g/hm?]. Spowodowane jest to utworzeniem lipofilowego
filmu okluzyjnego na powierzchni naskorka, ktory utrzymuje si¢ do momentu uzycia srodkéw
myjacych. W wyniku regularnego stosowania preparatow nastgpuje dziatanie okluzyjne
surowcow thuszczowych oraz dziatanie fizykochemiczne na cement migdzykomorkowy.
Lipidy wbudowuja si¢ w struktury cementu, przez co mozliwa jest zmiana wilasciwosci
bariery naskorkowej. Szczelnos¢ filmu okluzyjnego zalezy od ilosci sktadnikéw lipidowych w
recepturze kremu, oraz od ich budowy chemicznej. Kiedy z lipidami cementu miesza sig¢
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okreslony surowiec obserwujemy bezposredni wplyw na barier¢ naskorkowsa, natomiast
wplyw posredni ma miejsce, gdy surowiec zmienia wlasciwosci bariery dopiero wtedy, kiedy
ulegnie przemianie chemicznej. Obecny w recepturze uwodorniony polideken, to czynnik
filmotworczy, chroniacy przed parowaniem wody z naskoérka. Po pierwszym tygodniu
zauwazono spadek TEWL o 6%. Po dwoch tygodniach stosowania kremu obserwujemy
spadek TEWL o 10 %, co moze $wiadczy¢ o utworzeniu si¢ lipofilowego filmu okluzyjnego
na powierzchni naskorka, dzigki skladnikom badanej emulsji, ktéry spowalnia proces
niekorzystnej przeznaskorkowej utraty wody. Po trzech tygodniach zauwazono liniowy
spadek TEWL o 14%. Natomiast po czterech tygodniach warto$¢ analizowanego parametru
zmalata o 18%. Mozna stwierdzi¢, ze zawarty w recepturze uwodorniony polideken spetnia
swojg role czynnika fimotworczego, ktéry ma chroni¢ przed parowaniem wody z naskorka,
powodujac spadek mierzonej wartosci. Po kolejnym tygodniu, tendencja liniowego spadku
zostata utrzymana. Zaobserwowano spadek TEWL o 22%. Natomiast po szesciu tygodniach
zauwazono zmian¢ analizowanego parametru o 25%. Po 7 tygodniach TEWL spada o 28%.
Mozna wysung¢ wniosek, ze przygotowana emulsja spetnia oczekiwane zadanie. W wyniku
regularnego stosowania preparatow nastepuje dziatanie okluzyjne surowcow ttuszczowych, co
powoduje ochrong skory probantow przed nadmierng przeznaskorkowa utrata wody. Na
podstawie przeprowadzonych badan mozna wysuna¢ wniosek, ze TEWL zmniejszat si¢ wraz
z czasem stosowania kremu (rys. 92). Wartos¢ TEWL maleje, poniewaz zachodzi
scalanie/sklejanie nieregularnych komorek na skutek aplikacji kremu placebo (ros$nie bariera
ochronna).

Zmiany TEWL krem z B-karotenem
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Rys. 93. Spadek TEWL od nalozenia preparatu oraz po kolejnych tygodniach stosowania
preparatu z [-karotenem.
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Spadek wartosci TEWL po pierwszym tygodniu badan wyniost 12,5%. Spadek
wartosci TEWL po drugim tygodniu stosowania kremu z substancjg aktywng zmienita si¢ o
16%. Po trzech tygodniach stwierdzono niewielki spadek TEWL o 21%. W kolejnych
tygodniach analogicznie do zmiany TEWL $lepej préby mozna zaobserwowaé spadek
liniowy, ktory zmienit si¢ o 25% po czwartym tygodniu oraz o 28% po pigtym tygodniu
doswiadczen. W dwoch ostatnich tygodniach badan mozna zauwazy¢ najwigkszy spadek
warto$ci TEWL o0 32% w 6 tygodniu oraz o 34% w 7 tygodniu badan (rys. 93). Stwierdzono,
Ze juz po pierwszym tygodniu uzywania kreméw, poziom TEWL maleje i caly czas spada w
trakcie trwania eksperymentu.

Regularne stosowanie preparatu z -karotenem poprawia bilans wodny skory, co jest
spowodowane dobrym dzialaniem filmotwoérczym oraz wysokim powinowactwem do
powierzchni skory. Stale wilgotna warstwa substancji na powierzchni skory zmniejsza
gradient stgzen wody w skorze obnizajagc tym samym TEWL. Wartos¢ TEWL maleje,
poniewaz tak jak w przypadku kremu placebo zachodzi scalanie/sklejanie nieregularnych
komorek na skutek aplikacji kremu z B-karotenem (ro$nie bariera ochronna).

6.9.4. Wplyw testowanego preparatu na poziom elastycznosci naskorka probantéow

Elastycznos$¢ skory jest to biomechaniczna cecha skory wlasciwej, ktéra sktada sie z
tkanki lacznej zwartej. Tkanka ta zawiera wldkna kolagenowe i elastynowe, ktére sa
odpowiedzialne za omawiang wilasciwo$¢ skory. Wraz z uptywem czasu naturalny proces
produkcji widkien kolagenowych i elastynowych ulega zahamowaniu. Upos$ledzona zostaje
synteza oraz aktywno$¢ fibroblastow, ktore nie spetniaja juz swojej funkcji. Powoduje to
spadek elastyczno$ci skory, ktora staje si¢ zwiotczata, wysuszona, ciensza oraz pozbawiona
blasku i witalnosci. Wtedy wlasnie pojawiaja si¢ pierwsze zmarszczki, a kondycja skory
znacznie spada.

Zmiany elastycznosci slepa proba
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Rys. 94. Wzrost elastyczno$ci naskérka od momentu nalozenia preparatu oraz po kolejnych
tygodniach stosowania preparatu bez -karotenu.
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Srednia warto$¢ parametru elastycznosci, ktora zostala zmierzona probantom przed
rozpoczeciem stosowania emulsji  wynosita 0,7588 j.u. Po pierwszym tygodniu
zaobserwowano wzrost badanego parametru o 10%. Po dwdéch tygodniach stosowania emulsji
bez B-karotenu zauwazono wzrost elastycznosci o 12%, po kolejnym tygodniu stwierdzono
wzrost parametru o 13%. Po czwartym tygodniu warto$¢ elastycznosci wzrosta o 14%.
Dostrzezono kolejny raz tendencje liniowego wzrostu badanego parametru. Po kolejnym
tygodniu badan zauwazono zwigkszenie wartosci elastycznosci o 15%. Liniowy wzrost
wartosci elastyczno$ci zanotowano réwniez po 6 tygodniach. Badana warto$¢ zmienita si¢ o
16%. Zaobserwowano poprawe¢ witalno$ci, zmniejszenie wysuszenia oraz 0golng poprawe
kondycje skory. Najbardziej istotny wzrost wartosci elastycznos$ci stwierdzono w tygodniu 7.
Warto$¢ ta wzrosta o 17%. Mozna stwierdzi¢ zalezno$¢ wzrostu elastycznos$ci od czasu
trwania badan. Im diluzej stosowany byt kosmetyk tym bardziej zauwazalny byl wzrost
parametru elastyczno$ci badanych probantow.

Zmiany elastycznosci krem z B-karotenem
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Rys. 95. Wzrost elastycznosci naskérka od momentu natozenia preparatu oraz po kolejnych
tygodniach stosowania preparatu z -karotenem.

Wzrost wartos$ci elastycznosci nastgpowal w sposob liniowy: po pierwszym tygodniu
stosowania kremu wyniost 13%. Wzrost badanej wartosci dla kremu z -karotenem w drugim
tygodniu badan wynidst 14%. Natomiast w trzecim tygodniu zauwazono zmiang o 15%. W
kolejnym tygodniu zanotowano zmian¢ badanej wartosci o 16%. W piatym tygodniu
zauwazono wzrost elastycznos$ci o 17%. W szostym tygodniu zanotowano wzrost badanej
warto$ci o 18%. W ostatnim tygodniu badan elastyczno$¢ wzrosta o 20%.

Wywnioskowano, ze poziom elastycznosci rost juz po pierwszym tygodniu aplikacji
kreméw i ciaggle wzrastal, az do zakonczenia badania. B-karoten moze wplywac na poprawe
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elastycznosci skory w nastepujacy sposob: stymuluje fibroblasty do syntezy kolagenu i
elastyny, powodujac tym samym widoczny wzrost gestosci skory. Odbudowuje i1 regeneruje
zerwane wiokna kolagenowe wskutek destrukcyjnego dziatania promieni UV. Powoduje
ostabienie dzialania enzymoéw kolagenozy i elastazy, ktore sa odpowiedzialne za obnizenie
badanego parametru (rys. 95).

Tak samo jak w podrozdziale 6.2 przeprowadzono odczyt satysfakcji efektu
uelastycznienia naskorka po aplikacji kremu z B-karotenem. 15 ankietowanych (53,6%)
stwierdzito, ze poprawa byla zdecydowana, 11 o0so6b (39,3%) poprawe okreslito jako
minimalng, za$ 2 ochotnikow (7,1%) nie zauwazyto jej w ogole (rys. 96).

Satysfakcja z efektu
uelastycznienia naskorka
7,10%
m zdecydowana
\ poprawa
® minimalna
. . poprawa
brak poprawy

Rys. 96. Poziom satysfakcji z efektu uelastycznienia naskorka po aplikacji kremu z (-
karotenem.

Po stosowaniu kremu bez substancji aktywnej 16 probantow (57,2%) nie stwierdzito
poprawy elastyczno$ci naskorka, 9 osob (32,1%) zauwazyto minimalng poprawe, a 3 (10,7%)
ochotnikéw dostrzegto zdecydowang poprawe (rys. 97).

Satysfakcja z efektu
uelastycznienia naskorka
10,70% ® zdecydowana
’ poprawa
 57,20% 32,10% ®minimalna
\ poprawa
brak poprawy

Rys. 97 Poziom satysfakcji z efektu uelastycznienia naskorka po aplikacji kremu bez
substancji aktywnej.
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Udzielone odpowiedzi probantoéw potwierdzaja dziatanie kremédw i1 sg poréwnywalne z
pomiarami wykonanymi przy uzyciu kutometru. Juz po czterech tygodniach stosowania
kreméw widoczna jest poprawa elastycznosci naskorka.

6.9.5. Prezentacja testow zastosowanych w ocenie statystycznej parametrow nawilzenia,
transepidermalnej utraty wody oraz elastycznosci

W celu wybrania poprawnych testow do pordwnan lub korelacji sprawdzono zgodnos¢
z rozktadem normalnym (test Shapiro - Wilka). W przypadku poréwnania wynikow TEWL,
nawilzenia 1 elastyczno$ci pomigdzy kremem a placebo, kiedy i krem i placebo spetniato
kryterium normalnosci w celu wykrycia roznic stosowano parametryczny test t dla zmiennych
niepowigzanych.. W tabeli 51 przedstawiono wyniki tego testu.

Tab. 51. Wyniki testu Shapiro - Wilka.

NORMALNOSC TEWL nawilZenie elastycznos¢
placebo | krem | placebo | krem | placebo | krem
1 tydzien tak tak tak tak nie nie
2 tydzien tak tak tak tak nie nie
3 tydzien tak tak tak tak nie nie
4 tydzien nie nie tak tak nie nie
5 tydzien tak nie tak tak nie nie
6 tydzien nie nie tak tak nie nie
7 tydzien nie tak tak nie nie nie

Na podstawie wynikéw testow Shapiro - Wilka wyciagnieto wnioski, ze warto$ci
TEWL oraz nawilzenie zaréwno dla kreméw 1 kremdéw placebo spetniajg kryterium
normalno$ci. Natomiast warto$¢ elastycznos¢ dla kremu jak i dla kremu placebo tego
kryterium nie spelnia, czyli nie jest istotne statystycznie.

W przypadku poréwnania wynikow TEWL, nawilZzenia i elastyczno$ci pomigdzy
kremem z [B-karotenem a placebo, kiedy spetnialy one kryterium normalnosci, w celu
wykrycia réznic stosowano parametryczny test t dla zmiennych niepowigzanych.

Test Friedmana jest nieparametrycznym odpowiednikiem jednoczynnikowej analizy
wariancji dla pomiarow powtarzanych. By uzyska¢ wiedz¢ o roznicach dla fragmentu naszego
ztozonego uktadu stosujemy procedury poréwnan wielokrotnych czyli testy post - hoc.
Testem post - hoc sprawdzono, czy istniejg statystycznie istotne rdéznice miedzy
poszczegolnymi tygodniami badania dla kremu z B-karotenem oraz placebo. W tabeli 52
pokazane sg wyniki tej analizy.
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Tab. 52. Wyniki badanych parametrow przeprowadzone przy uzyciu testu post - hoc.

Poréwnanie wynikow pomiedzy poszczeg6lnymi tygodniami
TEWL nawilzenie elastycznos¢
placebo | krem | placebo | krem | placebo | krem

1 tydzien & 2 tydzien ns ns ns ns ns ns
1 tydzien & 3 tydzien p<0,05 | p<0,01 | p<0,05 | p<0,05 ns p<0,01
1 tydzien & 4 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
1 tydzien & 5 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
1 tydzien & 6 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
1 tydzien & 7 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
2 tydzien & 3 tydzien ns ns ns ns ns ns
2 tydzien & 4 tydzien p<0,01 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,01 | p<0,05 | p<0,05
2 tydzien & 5 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
2 tydzien & 6 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
2 tydzien & 7 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
3 tydzien & 4 tydzien ns ns ns ns ns ns
3 tydzien & 5 tydzien p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,01 | p<0,05 | p<0,05
3 tydzien & 6 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
3 tydzien & 7 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
4 tydzien & 5 tydzien ns ns ns ns ns ns
4 tydzien & 6 tydzien p<0,05 | p<0,01 | p<0,01 | p<0,05 | p<0,05 ns
4 tydzien & 7 tydzien | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
5 tydzien & 6 tydzien ns ns ns ns ns ns
5 tydzien & 7 tydzien p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,01 ns
6 tydzien & 7 tydzien ns ns ns ns ns ns

ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).

6.9.6. Kontrola jakosci stosowanych kremow

Zgodnie z kontrolg jako$ci kremoéw kosmetycznych (wg normy BN-64/6140-02) [314]

okreslono nastepujace cechy (tab. 53):
o wyglad,
e Dbarwe,
e zapach,
e stabilnosc.

Tab. 53. Cechy badanej emulsji kosmetycznej przeprowadzonej wg normy BN-64/6140-02.

Cechy emulsji kosmetycznej (wg normy BN- Cechy uzytej w badaniach emulsji kosmetycznej
64/6140-02)
wyglad gladka, jednolita masa
barwa jasnopomaranczowa
zapach przyjemny
stabilno$¢ krem nie rozwarstwia si¢
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6.9.7. Ocena sensoryczno - jakosciowa

Wykonano oceng sensoryczng kremu z 3-karotenem na podstawie tab. 54.

Tab. 54. Ocena sensoryczna badanych emulsji [315].

Cecha produktu
efekt poduszki gesta, jednolita masa
jednolitos¢ gladka masa
konsystencja krem jest gesty
przyczepnosé dobra, tatwo nabra¢ krem z naczynia palcem
Efekty na skérze
rozprowadzanie tatwo rozprowadza si¢ na skorze
kleistos¢ po aplikacji na skorze w niewielkim stopniu
zostaje kleista masa
thusto$¢ 1 nattuszczenie po natozeniu emulsji na skore przedramienia

pozostaje niewielki thusty film, natomiast po 30
minutach oraz po 1 godzinie ttusty film zanika

wchianianie preparat wnika w naskorek po minucie

wygtadzanie po aplikacji kremu na skore przedramienia i
uptywie 30 minut oraz 1 godziny skora jest
odczuwanie gladsza w porownaniu ze skorg nie
posmarowang kremem

Po siedmiu tygodniach stosowania badanych kremow, probanci wypetnili tabele z
oceng sensoryczno-jakosciowa (zal. 7). Uzyskane wyniki badania zostaly usrednione i
zaprezentowane za pomocg wykresow radarowych. Na wykresie zostaly przedstawione
obydwa badane kremy w celu ich poréwnania.

Efekt poduszki

= Krem placebo
== Krem z B-karotenem

Rozprowadzenie

Kleisto$é

Rys. 98. Porownanie cech sensorycznych kremoéw placebo oraz z B-karotenem.

Na podstawie analizy wynikéw zamieszczonych na rys. 98 mozna stwierdzié, ze
probanci wyzej ocenili krem z B-karotenem od kremu placebo. Poszczegdlne wlasciwosci
(efekt poduszki, jednolitos¢, konsystencja, przyczepnos¢, rozprowadzenie, wchtanianie oraz
wygtadzenie) otrzymaty ocen¢ migdzy dobra a bardzo dobrg. Natomiast ocen¢ migdzy
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dostateczng a dobrg dostaty: kleistos¢, thustos¢ 1 natluszczenie. Z kolei krem placebo otrzymat
nastepujace oceny: dobra za jednolito$¢, konsystencje, rozprowadzanie oraz wchtanianie,
dostateczng za efekt poduszki, przyczepnos¢, kleisto$¢, natluszczenie oraz wygladzanie,
niedostateczng za tlustos¢. Na podstawie badan mozemy wnioskowac, ze wykorzystany w
doswiadczeniu krem z substancja aktywna zadowolit probantow, za$ krem bez substancji
czynnej nie spetnia oczekiwan jakosciowych probantow.

6.9.8. Ocena sensoryczno-hedonistyczna

Na podstawie analizy wynikéw zamieszczonych na rys. 99 mozna wyciagna¢ wnioski,
ze krem z [-karotenem bardziej satysfakcjonuje probantow niz krem placebo. Byli
zadowoleni z takich wtasciwosci jak: rozsmarowywalno$¢ i dziatanie na skorg, ocene ogolng
preparatu oraz jego dzialanie zaopiniowali pomiedzy ,,podoba mi si¢”, a ,bardzo mi si¢
podoba”, natomiast zapach emulsji ,,troch¢ im si¢ podobal”. Tymczasem krem bez substancji
aktywnej otrzymat nastepujace opinie: rozsmarowywalnos¢, ocena ogo6lna preparatu oraz
ogo6lne jego dzialanie ,,troch¢ podobato si¢” probantom, a o dziataniu na skore i zapachu
emulsji nie mieli zdania. Powyzsze oceny wskazuja na to, ze krem z -karotenem byl lepiej
akceptowany anizeli krem placebo.

Efekt poduszki
5T

Wygtadzanie, ‘ Jednolitosé
Wehtanianie Eonsystencja
—#— Erem placebo
—— Erem z f-karotenem

Mathizzczenie

Thastoié” - Rozprowadzenie

Eleistosc

Rys. 99. Poréwnanie cech sensoryczno-hedonistycznych kreméw placebo oraz z 3-karotenem.

Wszyscy probanci po skonczonych badaniach wypehnili ankiete (zat.7). Odpowiedzieli
na pytanie dotyczace szybko$ci zauwazenia efektow stosowania kremoéw. 39,3% badanych
(n=11) stwierdzito, ze po dwoch tygodniach stosowania zauwazyli zmiany, 57,2% (n=16) po
czterech tygodniach, natomiast 1 osoba (3,6%) zauwazyla poprawe po 6 tygodniach (rys.
100).
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Czas po jakim zauwazalne byly
efekty badania po aplikacji kremu
z p- karotenem

3,60%

\

H po 2 tygodniach
39,30% stosowania

H po 4 tygodniach
stosowania

po 6 tygodniach
stosowania

Rys. 100. Czas po jakim zauwazalne byly efekty aplikacji kremu z B-karotenem.

U wszystkich probantéw bioracych udziat w badaniu zaobserwowano pozytywny wptyw
kremu zawierajacego P-karoten na poprawe nawilzenia, elastyczno$ci, oraz zmniejszenia
przeznaskérkowej utraty wody. U kilku badanych oséb stwierdzono znaczng poprawe tych
parametréw po zastosowaniu kremu z karotenoidem.

6.10. Badanie kinetyki uwalniania p-karotenu z samodzielnie przygotowanej formulacji
kosmetycznej

Na podstawie wczesniejszych badan dotyczacych stabilno$ci samodzielnie
przygotowanych emulsji kosmetycznych (rozdziat 6.7 oraz 6.8) wyciagni¢to wnioski, ze
najbardziej stabilnym typem jest emulsja O/W sporzadzona na zimno, dlatego tez zostata ona
wykorzystana w badaniach in vitro dotyczacych kinetyki uwalniania. Badania te
przeprowadzono w celu przewidzenia wynikow badan biodostgpnosci dermalne;.
Dos$wiadczenie to pozwala na oceng¢ stopnia uwalniania [-karotenu, co jest istotne dla
okreslenia jego skutecznosci dziatania kosmetycznego oraz bezpieczenstwa. Wyniki badania
kinetyki uwalniania pozwalajg na wprowadzenie istotnych zmian przed rozpoczeciem
kosztownego oraz dtugotrwatego badania aplikacyjnego przeprowadzanego na ludziach.

6.10.1. Badanie kinetyki uwalniania p-karotenu z emulsji typu O/W przygotowanej na
zimno

Badania rozpoczeto od wyznaczenia charakterystycznej dlugosci fali, przy ktorej beta-
karoten absorbuje promieniowanie. Jej warto$¢ wyniosta 453 nm.
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Rys. 101. Szybko$¢ uwalniania f-karotenu zemulsji O/W przygotowanej na zimno w
zaleznos$ci od czasu trwania badania.

Na podstawie rys. 101, zaobserwowano, ze po 24 godzinach prowadzonych badan
maksymalny % uwolnienia p-karotenu z emulsji O/W przygotowanej na zimno wyniost 4,34.
Niski procent uwolnienia, wynika z faktu, ze badany zwigzek jest niestabilny w warunkach,
ktérym towarzyszy dostep $§wiatta oraz tlenu.Po przeprowadzonym doswiadczeniu szybkosci
uwalniania B-karotenu z emulsji O/W przygotowanej na zimno dokonano kolejnego pomiaru
analizowane]j probki przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis. Badanie to przeprowadzono w
celu potwierdzenia rozktadu p-karotenu zawartego w emulsji w trakcie prowadzonych
doswiadczen. Potwierdzono fakt, ze badany zwigzek jest niestabilny w warunkach, ktorym
towarzyszy dostep $wiatta oraz tlenu [351].

6.11. Badanie biodostepnosci p-karotenu za pomoca metody wykorzystujacej tasmy
adhezyjne

W ciagu 5 tygodni 18 probantéw zostalo poddanych cotygodniowemu badaniu. Kazdej
osobie zostala zerwana tasma adhezyjna, ktora zaré6wno przed, jak i po badaniu zostata
zwazona. Zerwane tasmy adhezyjne zawieraty pewne ilosci stratum corneum oraz pewne
ilosci miejscowo zaaplikowanego B-karotenu.

6.11.1. Metoda okreslania iloSci zerwanego stratum corneum - metoda wazenia
roznicowego

W tab. 55 przedstawiono masy usuni¢tej tkanki dla wybranych wzorcowych
probantow, bgdace roznicg wag tasm adhezyjnych przed i po zerwaniu.
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Tab. 55. Masa usuni¢tej tkanki.

Probant .1 2 . . 2
tydzien tydzien tydzien tydzien tydzien
Masa usunie¢tej tkanki [g]
2 2:10™ 3-10™ 8-10™ 5-10™ 2:10™
4 2:10™ 2:10™ 5-10™ 4-10™ 3-10™
6 1-10* 2:10™ 4-10* 3-10™ 6-10™
7 4-10™ 4-10™ 4-10* 2:10™ 9-10™
10 1-10* 4-10™ 8-10™ 3-10™ 5-10™
14 1-10* 4-10™ 1-10* 9-10™ 4-10™
18 1-10* 1-10* 2:10™ 5-10™ 2:10™

Nastgpnie obliczono gleboko$¢ ingerencji/penetracji w tkanke korzystajac ze wzoru

przedstawionego w rozdziale 5.9.1.

W tab. 56 przedstawiono glebokosci ingerencji w tkanke podczas kazdego oderwania taSmy

adhezyjnej. Natomiast w tabeli 57 przedstawiono sumy glebokosci ingerencji w tkanke.

Tab. 56. Glebokos¢ ingerencji w tkanke.

SRt 1 tydzien | 2 tydzien 3 tydzien 4 tydzien 5 tydzien
badan badan badan badan badan
Glebokos¢ ingerencji w tkanke [m]
2 8,31-10% | 1,25:107 3,33-10° 2,08:107 8,30-10°
4 8,31-10% | 8,30-10° 2,08-10°" 1,67-107 1,25-107
6 42-10° 8,30-10® 1,67-10°" 1,25:107|  2,50-10°
7 1,67-107 | 1,67-10° 1,67-:10°7 83-10% 3,75-107
10 42010 | 1,67-107 3,33-10” 1,25:107|  2,08:10”
14 420-10% | 1,67:10° 4,20-10° 3,75:107]  1,67-107
18 420-10° | 4,20-10® 8,30-10°® 2,00:107| 8,30-10°

Tab. 57. Sumy ingerencji gtebokosci w tkanke po kazdej oderwanej taSmie adhezyjne;.

Probant 1 tydzien 2 tydzien 3 tydzien 4 tydzien 5 tydzien
badan badan badan badan badan
Sumy ingerencji w tkanke [m]
2 8,30-10° 2,08:10” 54210 7,50-107] 8,33-10
4 8,30-10° 1,67-10°" 3,75:10°" 542107 6,67-10
6 4,20-10°® 1,25-10°7 2,9 107 4,17-107| 6,67-10"
7 1,67-10 3,33-107 5,00-10°7 5,83-107| 9,58:10"
10 420-10° 2,08:107 5,42:10°" 6,67-107| 8,75:10"
14 4,20-10° 2,08:10” 2,50-10” 6,25-107 7,92:10"
18 420-10° 8,30-10° 1,67-10 3,75°107| 4,58-10

Wyciagnieto wnioski, ze masa usuni¢tej tkanki dla probantéw rdéznita si¢ nieznacznie.
Wartos$ci wahaty si¢ miedzy 2- 10%- 9-10™ g zaleznos$ci od badanego probanta. Roznice te
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wynikaja z roznej ilosci korneocytéw oderwanych dla danego ochotnika wraz z tasma. Ilos¢
korneocytow jest zalezna od anatomicznego miejsca na powierzchninaskorka, wieku
organizmu, topografii skory oraz od czynnikdéw zewnetrznych. Glgboko$¢ ingerencji w tkanke
byta rézna dla kazdego z probantow (4,2-10°- 1,25-107 m). Wartoéci przedstawione w tab. 55
- 57 wykorzystane zostaly do obliczen statystycznych przedstawionych w dalszej czesci
niniejszej pracy doktorskiej.

6.11.2. OKkreslenie ilosci pozostalego B-karotenu w stratum corneum za pomoca
pomiaru przeznaskorkowej utraty wody (TEWL)

Na podstawie wzoru wyliczono teoretyczne wartosci TEWL dla warstwy skory
nieuszkodzonej przyklejeniem tasmy adhezyjnej. Skorzystano ze wzorul umieszczonego w
rozdziale 5.9.2.

TEWLXx = 9,6688 [g/h'm?]

Po otrzymaniu powyzszego wyniku obliczano teoretyczne wartosci TEWL (tab. 58),
po oderwaniu kazdej tasmy adhezyjnej korzystajac ze wzoru umieszczonego w rozdziale
5.9.2.

Tab. 58. Obliczone wartosci TEWL dla wybranych probantow przed badaniem witasciwym i
w czasie trwania badania.

Pomiar przed 1 2 3 4 5
Probant badaniem tydzien | tydzien | tydzien | tydzien | tydzien
wilasciwym badan | badan | badan | badan | badan
Obliczony TEWL [g/h'm’]
2 9,6688 10,24 11,23 15,13 19,34 21,75
4 9,6688 10,24 10,88 12,89 15,13 17,4
6 9,6688 9,95 10,55 12,00 13,39 17,40
7 9,6688 10,88 12,43 14,50 15,82 26,78
10 9,6688 9,95 11,23 15,13 17,40 23,21
14 9,6688 9,95 11,23 11,60 16,58 20,48
18 9,6688 9,95 10,24 10,88 12,89 13,92

Obliczone wartosci transdermalnej utraty wody (TEWL) zostaly wykorzystane w
dalszej czeSci badan do okreslenia grubo$ci oraz pozostatego stratum corneum badanych
probantow.
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Tab. 59. Zalezno$¢ procentowej $redniej zmiany wartosci TEWL obliczonego dla badanych
probantdéw od czasu trwania do$wiadczenia.

N Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SEIEIE
standardowe
% zmiany obliczonego
TEWL przed 7 12,20 12,16 10,73 14,32 1,31
pomiarem
% zmiany obliczonego
TEWL 1 tydzieh 7 12,80 12,51 11,49 14,73 1,18
% zmiany obliczonego
TEWL 2 tydzieh 7 13,95 14,12 12,85 15,16 0,82
% zmiany obliczonego
TEWL 3 tydzieh 7 16,42 16,45 14,59 17,47 0,98
% zmiany obliczonego
TEWL 4 tydzieh 7 19,71 19,85 17,56 22,14 1,54
% zmiany obliczonego
TEWL 6 tydzier 7 24,93 24,90 20,61 29,73 2,93

Obliczona warto§¢ TEWL wzrasta proporcjonalnie do zwigkszajacej si¢ ingerencji w
glab tkanki. Przy testach zdzierania zrywa si¢ warstwe za warstwa - zanika plaszcz wodno-
lipidowy, czyli TEWL ros$nie, poniewaz nie ma bariery ochronnej (tab.58). Tym samym, im
mniejsza grubo$¢ warstwy stratum corneum - tym wigksza ilos¢ wody przenika przez nig do
srodowiska zewnetrznego (ro$nie TEWL). Zadaniem naskérka jest bowiem oddzielenie
organizmu od otoczenia, ochrona glebszych warstw skory przed dzialaniem czynnikow
zewngetrznych oraz zapobieganie przeznaskorkowej utracie wody. W tabeli 59 przedstawiono
usrednione warto$ci procentowej zmiany wartosci TEWL obliczonego dla probantow w
zaleznosci od czasu trwania badania. Mozna zauwazy¢, ze warto$¢ ta wzrasta wraz z czasem
analizy. Przed rozpoczgciem aplikacji emulsji z B-karotenem wartos¢ ta wynosita 12,20%
natomiast po ostatnim tygodniu trwania badan, zaobserwowano dwukrotny wzrost
obliczanego parametru (24,93%). Istotno$¢ roznic analizowanych parametrow, weryfikowano
stosujac analiz¢ wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami (tab. 60).
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Tab. 60. Wyniki testu post - hoc miedzy poszczegdlnymi tygodniami badan dla parametrow:
% obliczonego TEWL oraz % zmierzonego TEWL (wyniki testu ANOVA dla obu
parametréw wynosi p<0,0001).

Wynik testu post-hoc
% obliczonego % zmierzonego

TEWL TEWL

p testu p testu

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 1 ns p >0,05
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 2 ns p >0,05
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 3 p<0,01 p <0,01
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 4 p <0,001 p <0,001
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 6 p <0,001 p <0,001
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL 1 % obliczonego TEWL 2 ns p >0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 % obliczonego TEWL 3 p <0,01 p <0,01
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 % obliczonego TEWL 4 p <0,001 p <0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 % obliczonego TEWL 6 p <0,001 p <0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 2 | % obliczonego TEWL 3 ns p >0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 2 % obliczonego TEWL 4 p <0,001 p <0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL p <0,001 p <0,001

2 tydzien 6 tydzien

% obliczonego TEWL 3 obliczonego TEWL 4 p >0,05 P<0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 3 % obliczonego TEWL 6 p <0,001 P<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 4 obliczonego TEWL 6 p <0,001 P<0,001
tydzien tydzien

ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).
Wszystkie parametry maja rozktad zgodny z rozkladem normalnym.
W czasie trwania badan, przed jak i po przyklejeniu tasmy adhezyjnej, probantom

zmierzono warto$¢ TEWL za pomoca tewametru TM300. W tab. 61. przedstawiono wyniki
TEWL zmierzonego dla poszczegdlnych probantow.
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Tab. 61. Wartosci TEWL zmierzone za pomocg tewametru TM300 dla badanych probantéw
przed i w czasie trwania badania.

P:rr;‘;r 1 2 3 4 5
Probant SECEE tydzien | tydzien | tydzien | tydzien | tydzien
. badan | badan | badan | badan | badan
wlasciwym
Zmierzony TEWL [g/h'm?]
2 9,2 11,0 11,3 16,1 20,3 21,2
4 9,3 10,0 11,2 13,3 16,0 17,8
6 5,8 10,7 11,5 12,6 13,2 19,0
7 7,8 11,7 13,2 15,3 15,9 28,1
10 8,9 10,6 11,8 16,2 17,6 23,9
14 8,1 8,7 11,1 11,4 19,4 21,3
18 8,7 9,7 9,2 11,4 13,3 13,8

Stwierdzono, ze zmierzona warto$¢ TEWL wzrasta proporcjonalnie do zwigkszajace;j

si¢ ingerencji w glab tkanki (tab. 61).

Tab. 62. Zalezno$¢ procentowej zmiany wartosci TEWL zmierzonego od czasu dla kazdego

probanta.
N | Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum S%(:]thgrlgg\i; .

;/"Eflzlnl'_agg’zzg’;ﬁgfgg 10,29 | 10,13 | 7,97 13,16 1,82

% Z;“E'f‘/r\}{zlnyng’a?ego 12,87 | 1272 | 10,88 14,70 1,40

% Z?é%s{énygz?a?ego 1404 | 1392 | 12,68 15,80 0,99

% z$é33{%rr;§:§?a?ego 16,98 | 17,25 | 14,25 18,20 1,32

% z$é33{1ny§:§?a?ego 20,42 | 2012 | 17,28 24,25 2,45

& ZTZE”\;\";‘EVJEEE&ZTQO 2539 | 26,10 | 20,88 30,54 3,15

W tabeli 62 przedstawiono usrednione wartosci procentowej zmiany wartosci TEWL
zmierzonego dla probantdow w zaleznosci od czasu trwania badania. Mozna zauwazy¢, ze
warto$¢ ta wzrasta wraz z czasem analizy. Przed rozpoczeciem aplikacji emulsji z f3-
karotenem warto$§¢ ta wynosita 10,29% natomiast po ostatnim tygodniu trwania badan,
zaobserwowano znaczny wzrost obliczonego parametru (25,39%). Wszystkie parametry maja
rozktad zgodny z rozktadem normalnym.
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oraz zmierzonego od czasu trwania badan dla kazdego probanta.

Zaobserwowano, ze $rednia procentowa zmiana wartosci TEWL obliczonego dla
wszystkich probantow wzrastala w nastepujacy sposob: po pierwszym tygodniu warto$¢ ta
wyniosta 12,80%, po drugim tygodniu réwna byta 13,95%. Natomiast po trzecim tygodniu
zaobserwowano zmiang wartosci TEWL wynoszaca 16,42%. Po czwartym tygodniu warto$¢
ta wynosita 19,71%. Najwigksza wartos¢ badanego parametru zaobserwowano PO pigciu
tygodniach, wyniosta ona 24,93% (rys. 102). Parametr $redniej procentowej zmiany wartosci
TEWL zmierzony dla wszystkich probantow zmienia si¢ w nastgpujacy sposob: pierwszy
tydzien - 12,87%, drugi tydzien - 14,04%, trzeci tydzien - 16,98%, czwarty tydzien - 20,42%.
Najwigkszg warto$¢ obliczonego parametru zaobserwowano w pigtym tygodniu badan.

Wyniosta ona 25,39% (rys.102).

Istotno$¢ rdznic analizowanych parametréw, weryfikowano stosujac analiz¢ wariancji

ANOVA z powtarzanymi pomiarami (tab. 63).
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Tab. 63. Wyniki testu post - hoc migdzy poszczegolnymi tygodniami badan dla parametrow:
% obliczonego TEWL oraz % zmierzonego TEWL (wyniki testu ANOVA dla obu
parametrow wynosi p<0,0001).

Wynik testu post-hoc

% obliczonego

% zmierzonego

TEWL TEWL

p testu p testu

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 1 ns p>0,05
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 2 ns p>0,05
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 3 p<0,01 p<0,01
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 4 p<0,001 p<0,001
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL % obliczonego TEWL 6 p<0,001 p<0,001
przed pomiarem tydzien

% obliczonego TEWL 1 | % obliczonego TEWL 2 ns p>0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 | % obliczonego TEWL 3 p<0,01 p<0,01
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 | % obliczonego TEWL 4 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 1 | % obliczonego TEWL 6 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 2 | % obliczonego TEWL 3 ns p>0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 2 | % obliczonego TEWL 4 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 2 | % obliczonego TEWL 6 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 3 | % obliczonego TEWL 4 p >0,05 p<0,05
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 3 | % obliczonego TEWL 6 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

% obliczonego TEWL 4 | % obliczonego TEWL 6 p<0,001 p<0,001
tydzien tydzien

ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).

Na podstawie otrzymanych wynikow TEWL obliczono wartos¢ 1/TEWL (tab.64).

Wszystkie parametry majg rozktad zgodny z rozkladem normalnym.
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Tab. 64. Warto$ci odwrotno$ci TEWL zmierzonego(1/TEWL)dla badanych probantéw przed
badaniem wiasciwym i w czasie trwania badania.

P:rr;‘;r 1 2 3 4 5
Probant SECEE tydzien tydzien tydzien | tydzien | tydzien
ot badan badan badan badan badan
wlasciwym
Odwrotno$¢ zmierzonego TEWL [hm®/g]
2 0,1087 0,0909 0,0885| 0,0621| 0,0493| 0,0472
4 0,1075 0,1000 0,0893| 10,0752 0,0625| 0,0562
6 0,1024 0,0935 0,0870| 0,0794| 0,0758| 0,0526
7 0,1082 0,0855 0,0758| 0,0654| 0,0629| 0,0356
10 0,1024 0,0943 0,0847| 0,0617| 0,0568| 0,0418
14 0,1035 0,0949 0,0901| 0,0877] 0,0515] 0,0469
18 0,1049 0,1019 0,0957| 0,0877| 0,0752| 0,0725

Zalezno$¢ miedzy odwrotno$cig TEWL a skumulowang masg usunigtego SC opiera
si¢ na zastosowaniu prawa dyfuzji Ficka zakladajac, ze stratum corneum jest homogeniczng
membrang.

Metoda zdzierania paskow w potgczeniu z pomiarem transepidermalnej utraty wody
(TEWL) stuzy do okreslania grubo$ci warstwy stratum corneum (tab. 64).

W tabeli 65 przedstawiono warto$¢ grubosci SC dla poszczegdlnych probantdw.
Wartosci te zostaly obliczone na podstawie zmierzonych warto§ci TEWL. Wartosci te
miescily si¢ w zakresie od 14.8 do 15.2 um. Dane literaturowe wskazuja usredniong warto$é
grubosci SC ok. 15um [352].

Tab. 65. Wartosci grubosci SC obliczone na podstawie zmierzonych wartosci TEWL.

Probant Grubosé SC

[pm]
2 14,8
4 14,8
6 14,9
7 14,8
10 15,0
14 15,2
18 14,8

W tabeli 66 przedstawiono korelacje migedzy glebokoscig ingerencji 3-karotenu w
tkanke kazdego probanta a % obliczonego TEWL.
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Tab. 66. Zaleznos$¢ procentowej zmiany wartosci TEWL obliczonego od gtebokosci
catkowitej dla kazdego probanta.

korelacje miedzy glebokoscia ingerencji | wspolczynnik
w tkanke a % obliczonego TEWL korelacji R p testu
1 pomiar -0,299 0,4975
2 pomiar 0,729 0,0642
3 pomiar 0,899 0,0123
4 pomiar 0,109 0,8397
5 pomiar 0,527 0,2357

W tabeli 67 przedstawiono korelacje miedzy gleboko$cig ingerencji B-karotenu w
tkanke¢ kazdego probanta a % zmierzonego TEWL.

Tab. 67. Zaleznos$¢ procentowej zmiany wartosci TEWL zmierzonego od glgbokosci
catkowitej dla kazdego probanta.

korelacje miedzy glebokoscig ingerencji | wspotczynnik
w tkanke a % zmierzonego TEWL korelacji R | P S
1 pomiar -0,299 0,4975
2 pomiar 0,729 0,0642
3 pomiar 0,899 0,0123
4 pomiar 0,109 0,8397
5 pomiar 0,527 0.2357

Wspotezynnik korelacji p mierzy sit¢ zaleznosci liniowej miedzy dwoma cechami, w
powyzszym przypadku pomiedzy glgbokoscig ingerencji w tkanke a procentowa zmiang
warto$ci obliczonego/zmierzonego TEWL (tab. 66 oraz 67). Im wspotczynnik korelacji p jest
blizszy 1, tym bardziej ,,lintowa” jest zalezno$¢ migdzy analizowanymi cechami. Jesli p<0,to
wigkszym warto$ciom jednej cechy odpowiadajg ($§rednio) mniejsze wartosci drugiej cechy i
odwrotnie (zalezno$¢ malejaca, cechy zachowuja si¢ przeciwnie).

Ponizej przedstawiono wyniki, ktéore umozliwiajg okreslenie grubosci SC dla badanych
probantow (tab. 68).

Tab. 68. Korelacja 1/TEWL od glebokosci catkowitej dla kazdego probanta.

korelacje 1/TEWL a glebokoscia | wspélczynnik

. . .. p testu

ingerencji w tkanke korelacji R
1 pomiar -0,538 0,2357
2 pomiar -0,561 0,200
3 pomiar -0,918 0,0067
4 pomiar -0,419 0,2667
5 pomiar -0,667 0,1095
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Wyniki testu zdzierania SC wyrazono jako ilo$¢ stratum corneum na znormalizowany
utamek usunigtego SC (x/L) (tab. 69). Dzigki otrzymanym wynikom, stwierdzono, ze kazdy z
probantow charakteryzuje si¢ inng gruboscia SC.

Tab. 69. Znormalizowany utamek usunietego SC dla badanych probantow.

1 tydzien | 2 tydzien | 3 tydzien | 4 tydzien | 5 tydzien
badan badan badan badan badan
Znormalizowany ulamek usunietego SC [j.u.]
2 0,0563 0,1408 0,3660 0,5068 0,5631
4 0,0563 0,1126 0,2534 0,3660 0,4505
6
7

Probant

0,0280 0,0839 0,1957 0,2796 0,4474
0,1126 0,2252 0,3378 0,3941 0,6475

10 0,0278 0,1389 0,3611 0,4444 0,5833
14 0,0274 0,1371 0,1645 0,4112 0,5208
18 0,0282 0,0563 0,1126 0,2534 0,3097

Poréwnujac warto$ci znormalizowanego utamka oderwanego SC mozna zauwazy¢, iz
wartos$ci te roznig si¢ w zakresie 0,0563 - 0,6475 [j.u.]. Dzigki temu parametrowi mozna
poréwnywac probantdw o rdznej grubosci SC.

Na podstawie otrzymanych danych dotyczacych ilosci usunigtego SC na kazdej z tasm
adhezyjnych oraz grubosci SC okreslonej za pomoca pomiarow TEWL obliczono stezenie 3-
karotenu. Obliczone stezenie zostatlo przedstawione jako funkcje wzglednej gltebokosci
(znormalizowany utamek usunigtego SC- x/L) od przenikajacego w glab bariery SC.

Profil st¢zenia substancji w SC wyrazany jest rOwnaniem:

X 2%1 _ /nllx —Dn? 1%t
Cx=K'CV'{(1——)—— —'sm( 7 )'exp —}

L/ T14un L2

n

gdzie:

Cx- stezenie czastek przenikajacych,

K- wspolczynnik podziatu wody w lipidach SC (0,06[j.u.]),

Cv- stezenie substancji w preparacie (1,86:10™ [M]),

X - glebokos¢ ingerencji w tkanke [m],

L- grubo$¢ SC [ml],

n - numer kolejnych odrywanych tasm adhezyjnych,

D- wspotezynnik dyfuzji wody przez bariere SC (6,72:10™* [m?/s]),
t - czas [s].

Roéwnanie profilu stezenia jest wiasciwe jesli spetnia prawo dyfuzji Ficka’a oraz trzy warunki
graniczne:
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e ilos¢ aplikowanego B-karotenu (Cv) musi by¢ stata podczas czasu aplikacji,
e przed rozpoczeciem badania warstwa SC nie moze zawiera¢ 3-karotenu,

e warstwa zywych komorek tworzaca naskorek musi byé nieprzepuszczalna dla f3-
karotenu [353].

Na podstawic powyzszego rownania wyznaczono stosunck D/L? (tab.70).
Charakteryzuje on absorpcje PB-karotenu przenikajacego do SC z aplikowanego kremu.
Parametr ten informuje nas o tempie absorpcjiB-karotenu, poniewaz przedstawiony jest w
jednostkach odwrotnos$ci czasu [s'l].MOZe by¢ okreslany mianem pierwszorzedowej stalej -
karotenu przenikajacego przez SC.

Tab. 70. Zalezno$¢ parametru D/L? od czasu dla kazdego probanta.

Parametr D/L%[s] N Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum S%(:l%haﬂgg\l/se
1 tydzien 7 | 3,0610* | 3,0910% | 2,92:10* | 3,1410* | 8,0010°
2 tydzien 7 |31110" | 3,1010* | 2,9910* | 3,21:10* | 7,0010°
3 tydzieh 7 |31910" | 3,21:10* | 3,01'10* | 3,31:10* | 1,00110°
4 tydzien 7 | 32710" | 3,27:10* | 3,16'10* | 3,40:10* | 8,00110°
5 tydzien 7 |3,3610* | 3,36:10% | 3,24'10* | 3,5110* | 9,0010°

Parametr D/L? okreslany jako pierwszorzedowa stataf-karotenu przenikajacego przez
SC z aplikowanego kremu zwigcksza si¢ wraz z czasem trwania badan. Istotno$¢ rdznic
analizowanych parametrow, kolejny raz weryfikowano stosujac analiz¢ wariancji ANOVA z
powtarzanymi pomiarami (tab. 71).

Tab. 71. Wyniki testu post - hoc dla parametru DL? dla poszczegélnych tygodni badan
(wyniki testu ANOVA - p<0,0001).

Whyniki testu post-hoc dla parametru DL2 dla
poszczegolnych tygodni badan

Parametr D/L” [s™] 1 tydzien ns
Parametr D/L? [s"] 1 tydzien p<0,001
Parametr D/L? [s"] 1 tydzien p<0,001
Parametr D/L” [s'] 1 tydzieh p<0,001
Parametr D/L” [s"] 2 tydzieh p<0,01
Parametr D/L? [s"] 2 tydzien p<0,001
Parametr D/L? [s"] 2 tydzien p<0.001
Parametr D/L°[s"] 3 tydzien p<0,01
Parametr D/L” [s™] 3 tydzien p<0,001
Parametr D/L° [s"] 4 tydzien p<0,001

ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).

Parametr D/L? ma rozktad normalny we wszystkich pomiarach.
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Na podstawie profilu stezenia przenikania [-karotenu dla poszczegdlnych probantow
okreslono pierwszorzedowa stala transportu P-karotenu D/L?, ktéra okresla szybkogé
absorpcji substancji aktywnej. Im wigksza warto$¢ wyzej wymienionego parametru tym
szybsza absorpcja.

Dzieki parametrowi D/L? obliczono standardowy czas martwy dyfuzji przez SC
(tab.72). Parametr ten obliczano ze wzoru:

Tdyfuzji:LZ/GD
gdzie:

D - wspotezynnik dyfuzji wody przez bariere SC (6,72:107 [m?/s]),
L - grubos¢ SC [m].

Tab. 72. Standardowy czas martwy dyfuzji dla badanych probantow.

2 543,2
4 543,2
6 550,6
7 543,2
10 558,0
14 573,0
18 543,2

Ponadto obliczono czas jaki jest potrzebny, aby osiggna¢ stan stacjonarny przeznaskorkowego
transportu (tab. 73)

Tstanu stacjonarnego :(2$7. LZ)/ 6 D)

Wielkosci te umozliwiaja poréwnanie biodostgpnosci P-karotenu u poszczegdlnych
probantow.
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Tab. 73. Czas potrzebny do osiaggnigcia stanu stacjonarnego transportu przeznaskorkowego.

p Czas do osiagniecia stanu stacjonarnego
robant .
transportu przeznaskorkowego [s]

2 1466,8

4 1466,8

6 1486,7

7 1466,8

10 1506,7

14 1547,1

18 1466,8

Do obliczenia calkowitej ilo§ci [-karotenu w warstwie stratum corneum (t) stuzy wzor
otrzymany przez scalkowanie ponizszego rownania.

1
AUC = ij d(%)
0

P i 1 (2n+ D*M1*Dt
=K T , (2 +1)? exp( 2 )}
n=

Na podstawie tabelki 74, mozna stwierdzi¢, ze [B-karoten, przenika do warstwy
rogowej naskoérka badanych probantow. W pierwszym tygodniu badan zauwazono, ze
stezenie badanego zwiazku w stratum corneum waha sie w granicach od 1,67019:10™° -
1,71533-10™ mola. Natomiast w drugim tygodniu badan stezenie p-karotenu w SC dla
poszczegdlnych probantéw wynosita od 2,36201-10%° do 2,42585-10™° mola. W trzecim
tygodniu badan stgzenie substancji aktywnej w warstwie rogowej naskorka miescito si¢ w
zakresie 2,80241-10™%° - 2,92653-10™°mola. W czwartym tygodniu doswiadczen, stezenie p-
karotenu w stratum corneum dla poszczegélnych probantow wynosito od 3,34038:10"° do
3,43066°10mola. Po pieciu tygodniach badan stwierdzono, ze p-karoten przenika do SC
probantéw bioracych udzial w do$wiadczeniu w ilosci od 4,03612:10° do 4,19751-10™%°
mola. Wartosci dla poszczegdlnych probantow roznig si¢ nieznacznie, poniewaz jak wynika z
scatkowanego rownania profilu stezenia - catkowita i1lo$¢ substancji aktywnej nie zalezy od
glebokosci ingerencji w tkanke tylko od grubosci warstwy SC, roznej dla badanych
probantow.
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Tab. 74. Stgzenie P-karotenu znajdujacego si¢ w warstwie Stratum corneum badanych
probantow.

Tygodnie

Stezenie B-karotenu w SC [M].

Probant 1 2 3 4 5
2 1,71533-10™° | 2,42585-10™° 2,92653-10™° 3,43066:10™ | 4,19751-10™"°
4 1,71533:10™° | 2,42585:10™° 2,92653:101° 3,43066:10™ | 4,19751-10™
6 1,70382:10™ | 2,40956:10™° 2,90251-10™%° 3,40764:10%° | 4,16341-10™
7 1,71533:10™° | 2,42585:10™° 2,92653:10°1° 3,43066:10" | 4,19751-10™
10 1,69246:10™° | 2,39350-10™° 2,82561-10™° 3,38492-10™ | 4,07871-10™
14 1,67019-10™° | 2,36201-10™° 2,80241-10™° 3,34038:10™ | 4,03612:10™
18 1,71533:10™° | 2,42585:10™ 2,9265310-1° 3,43066:10™ | 4,19751-10™

Korzystajac z rownania:

gdzie:

K- wspotczynnik podziatu wody w lipidach SC (0,06 [j.u.]),

D- wspotczynnik dyfuzji wody przez bariere SC (6,72:10™ [m?%s]),
L - grubo$¢ SC [m]

obliczono warto$ci wspotczynnika przepuszczalnosci -karotenu dla poszczegdlnych
probantow (tab. 75).

Tab. 75. Wspotczynnik przepuszczalnosei dla badanych probantow.

Probant | Wspélczynnik przepuszczalnosci [m/s]
2 2,724:10°
4 2,724:107%°
6 2,706°10°
7 2,724:107%°
10 2,688'10°
14 2,653:10%°
18 2,724:107%°

W tabeli 75 przedstawiono wspoétczynniki przepuszczalnosci dla poszczegoélnych
probantdéw. Wspbtezynniki ochotnikéw wynosity od 2,653:107° - 2,724-107%° [m/s].
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6.11.3. Okreslanie iloSci zerwanego stratum corneum za pomoca metody spektroskopii
optycznej

Stwierdzono, ze przed zastosowaniem kremu zawierajagcego [-karoten, w naskorku
wszystkich probantow nie wykryto obecnosci karotenoidu. W tabeli 76 przedstawiono wyniKi
absorbancji B-karotenu wyekstrahowanego z tasmy adhezyjnej. Wartosci podane s3 od
drugiego tygodnia badan, czyli po tygodniu stosowania kremu

Tab. 76. Wartos$ci absorbancji taSmy adhezyjnej zawierajgcej B-karoten dla kilku probantow
po 2-5 tygodniach smarowania si¢ kremem z -karotenem.

probant | probant | probant | probant| probant | probant | probant
2 4 6 7 10 14 18
Absorbancja [j.u.]
2 tydzien badan 0,0474 | 0,0458 | 0,0589 | 0,0469 | 0,0529 | 0,0583 |0,0313
3 tydzien badan 0,0585 | 0,0618 | 0,075 | 0,0696 | 0,0759 | 0,0759 |0,0603
4 tydzien badan 0,0733 | 0,0737 | 0,0936 | 0,0826 | 0,0866 | 0,0945 |0,0786
5 tydzien badan 0,0878 | 0,0837 | 0,1009 | 0,1083 | 0,0939 | 0,1099 |0,0899

Na podstawie ponizszego wzoru obliczono stezenia 3-karotenu w badanej probce:

C_A-104
€

gdzie:

A- absorbancja

€- wspotczynnik molowy ekstynkcji B-karotenu w acetonie przy A=454nm - 2500 [100ml'g°
LemY

C-stezenie -karotenu w probee [pg/ml]

W tabeli 77 przedstawiono wartosci stgzenia [3-karotenu.

Tab. 77. Stgzenie B-karotenu dla wybranych probantéw w ciggu 4 tygodni trwania badania.
probant | probant | probant | probant | probant | probant | probant

2 4 6 7 10 14 18
Stezenia B-karotenu [ug/g
1 tydzien badan 0 0 0 0 0 0 0

2 tydzien badan| 0,1896 | 0,1832 | 0,2356 | 0,1876 | 0,2116 | 0,2332 | 0,1252
3 tydzief badan | 0,2340 | 0,2472 | 0,3000 | 0,2784 | 0,3036 | 0,3036 | 0,2412
4 tydzien badan | 0,2932 | 0,2948 | 0,3744 | 0,3304 | 0,3464 | 0,3780 | 0,3144
5 tydzien badan | 0,3512 | 0,3348 | 0,4036 | 0,4332 | 0,3756 | 0,4396 | 0,3596

U badanych probantdw zaobserwowano stopniowy wzrost zawartosci [B-karotenu podczas
codziennego stosowania kremu.
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Tab. 78. Srednia zmiana stezenia % B-karotenu od czasu trwania badania dla kazdego

probanta.
N Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum OREmians
standardowe
% zmiany stezenia B-karotenu
1 tydzien 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 tydzien 7 16,37 17,22 12,03 17,94 2,10
3 tydzien 7 22,98 22,84 21,91 24,54 0,84
4 tydzien 7 28,11 27,91 26,87 30,22 1,06
5 tydzien 7 32,54 32,46 30,36 35,23 1,85

Stwierdzono, ze w pierwszym tygodniu badan nie wykryto u probantéw badanego
karotenoidu, natomiast po drugim tygodniu do$wiadczen zaobserwowano $rednig zmiang %
stezenia B-karotenu wynoszacego 16,37%, w trzecim tygodniu wartos¢ ta wynosita 22,98%.
Kolejno w czwartym tygodniu zauwazono zmian¢ wynoszaca 28,11%. Najwicksza zmiang
stezenia % tego karotenoidu zaobserwowano w piatym tygodniu badan - 32,54%. Wyniki te
potwierdzajg wniosek, ze wraz z czasem aplikacji kremu z [-karotenem, % zmiana jego
stezenia w Stratum corneum probantow wzrasta (tab. 78). Istotno$¢ roznic analizowanych
parametréw, weryfikowano tak jak poprzednio stosujac analiz¢ wariancji ANOVA z
powtarzanymi pomiarami (tab. 79).

Tab. 79. Analiza statystyczna $redniej zmiany st¢zenia % [-karotenu od czasu trwania
badania dla kazdego probanta.

Wyniki testu post-hoc

% zmiany stezenia

p-karotenu
p testu
% zmiany stezenia f-karotenu 1 % zmiany stgzenia -karotenu 2 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 1 % zmiany stezenia B-karotenu 3 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia f-karotenu 1 % zmiany stgzenia -karotenu 4 p<0,01
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 1 % zmiany stezenia B-karotenu 5 p<0,001
tydzien tydzien
% zmiany stezenia -karotenu 2 % zmiany stgzenia -karotenu 3 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 2 % zmiany stgzenia 3-karotenu 4 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 2 % zmiany stezenia B-karotenu 5 p<0,01
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 3 % zmiany stgzenia 3-karotenu 4 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 3 % zmiany stezenia B-karotenu 5 ns
tydzien tydzien
% zmiany stezenia B-karotenu 4 % zmiany stezenia B-karotenu 5 ns
tydzien tydzien
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ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).

Do wykonania analizy statystycznej uzyto testu Friedmana p<0,000.

Tab. 80. Zmiana stezenia [3-karotenu od czasu trwania badania dla kazdego probanta.

. . . . . . Odchylenie
N Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum standardowe
Stezenia B-karotenu [mg/g]
1 tydzien 7 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 0,00000 0,000000
2 tydzien 7 0,19514 | 0,18960 | 0,12520 0,23560 0,037590
3 tydzien 7 0,27257 | 0,27840 | 0,23400 0,30360 0,031165
4 tydzien 7 0,33309 | 0,33040 | 0,29320 0,37800 0,034915
5 tydzien 7 0,38537 | 0,37560 | 0,33480 0,43960 0,040917

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w pierwszym tygodniu badan
nie wykryto u probantow badanego karotenoidu. Po dwoch tygodniach trwania doswiadczen

zaobserwowano u probantow S$rednie st¢zenie P-karotenu wynoszace 0,19514 mg/g. W
kolejnym tygodniu stezenie karotenoidu wynosito 0,27257 mg/g. Nastepnie w czwartym
tygodniu stezenie wzrosto do 0,33309 mg/g. Najwicksze stezenie tego karotenoidu
zaobserwowano w pigtym tygodniu badan i wyniosto ono 0,38537 mg/g. Wyniki te
potwierdzaja wniosek, ze wraz z czasem aplikacji kremu z B-karotenem, jego stezenie w
stratum corneum probantow wzrasta (tab. 80).

Tab. 81. Analiza statystyczna zmiany stezenia f-karotenu od czasu trwania badania dla

kazdego probanta.
Wyniki testu post-hoc
Stezenia B-karotenu
p testu
Stezenia -karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 1 tydzien [mg/g] 2 tydzien
Stezenia 3-karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 1 tydzien [mg/g] 3 tydzien
Stezenia 3-karotenu Stezenia 3-karotenu p<0,01
[mg/g] 1 tydzien [mg/g] 4 tydzien
Stezenia 3-karotenu Stezenia 3-karotenu p<0,001
[mg/g] 1 tydzien [mg/g] 5 tydzien
Stezenia 3-karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 2 tydzien [mg/g] 3 tydzien
Stezenia 3-karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 2 tydzien [mg/g] 4 tydzien
Stezenia B-karotenu Stezenia B-karotenu p<0.01
[mg/g] 2 tydzien [mg/g] 5 tydzien
Stezenia B-karotenu Stezenia B-karotenu ns
[mg/g] 3 tydzien [mg/g] 4 tydzien
Stezenia B-karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 3 tydzien [mg/g] 5 tydzien
Stezenia B-karotenu Stezenia 3-karotenu ns
[mg/g] 4 tydzien [mg/g] 5 tydzien
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ns - nieistotne statystycznie (czyli p>0,05).
Do analizy statystycznej wynikoéw uzyto Test Friedmana p<0,0001.

W tabeli 82 przedstawiono porownanie zmiany procentowej TEWL zbadanego od stezenia 3-
karotenu [ug/g].

Tab. 82. Poré6wnanie zmiany procentowej wartosci TEWL zmierzonego od st¢zenia 3-
karotenu [ug/qg].

korelacje % TEWL . .
zmierzonego z B-karotenem wl:gi?glcazy(:_lilllgk p testu
(mg/g) :

1 pomiar - -
2 pomiar 0,001 0,9989
3 pomiar -0,144 0,7825
4 pomiar -0,143 0,7826
5 pomiar 0,714 0,0881

Wspotczynnik korelacji p mierzy sile zaleznosci liniowej miedzy zmiang procentowej
warto$ci TEWL zmierzonego od stezenia [-karotenu. Wspotczynnik korelacji p jest bliski 1,
co $wiadczy o ,,liniowej” zaleznosci migdzy analizowanymi cechami.

Wykazano, Ze obnizenie integralno$ci bariery skoérnej zwigzane z odrywaniem kolejnych
plastrow adhezyjnych, powodujace zwigkszanie wartoSci TEWL, moze jednocze$nie
zwigkszy¢ szybkos¢ absorpcji B-karotenu. Wptywa na to wspolczynnik podziatu przenikania
wody pomigdzy warstwg stratum corneum a zywym naskorkiem. Im wieksze uwodnienie
naskorka, tym wiekszy wspotczynnik podzialu powodujacy silniejsza absorpcj¢ substancji
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VII. WNIOSKI

1.

Na podstawie badan lepkosci kremoéw, przechowywanych w réznych warunkach
stwierdzono, ze im mniejsza zawartos¢ wody w emulsji tym lepkos¢ jest wicksza
(emulsja typu W/O). Emulsje typu O/W przygotowane na zimno oraz na ciepto
nieznacznie rdznity si¢ wartoscig lepkosci. Najwigkszy spadek lepkosci zanotowano
dla kreméw przechowywanych w temperaturze 45°C. Wartos¢ poczatkowa lepkosci
praktycznie nie zmienila si¢ w temperaturze 4°C.

Dobrano odpowiednia metode oznaczania zawartosci [-karotenu w kremach
komercyjnych przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Wykazano, ze najbardziej odpowiednia faza ruchoma do oznaczania wyzej
wymienionego karotenoidu jest faza: A: metanol: woda (80:20 v/v), B: octan etylu.
St¢zenia masowe [-karotenu zawartego w badanych kremach komercyjnych o
pojemnosci 100 g oscylowata miedzy 3,10 - 10,45 mg.

Dobrano réwniez odpowiednig metode oznaczania zawartosci likopenu w kremach
komercyjnych przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Najbardziej odpowiednig fazg ruchomg do oznaczania wyzej wymienionego zwigzku
jest faza: A:acetonitryl: dichlorometan: metanol (70:20:10 v/v). Zawartosé
oznaczanego likopenu w wyzej wymienionych kremach komercyjnych wahata si¢ w
granicach 3,53 - 6,57 mg/100 g formulacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan potwierdzono zalezno$¢ spadku ilosci -
karotenu jak i likopenu wprowadzonych do emulsji kosmetycznych od czasu
przechowywania we wszystkich trzech warunkach. Likopen najszybciej ulega
destabilizacji w temperaturze 45°C, natomiast najwolniej w temperaturze pokojowej
bez dostepu $wiatta. Najmniej stabilnym typem emulsji zawierajagcym B-karoten oraz
likopen okazata si¢ emulsja typu O/W. Najbardziej stabilna jest emulsja typu O/W
przygotowana na zimno.

Widma spektroskopii ATR-IR kreméw komercyjnych zawierajacych karotenoidy
potwierdzity obecno$¢ f-karotenu, likopenu, astaksantyny w ich skladzie.
Zaobserwowano, ze posiadaja one charakterystyczne dla karotenoidow pasma
odpowiadajace drganiom zginajacym C=C.

Potwierdzono antyoksydacyjne dziatanie zaréwno kreméw komercyjnych, jak i
samodzielnie przygotowanych. Obliczen dokonano za pomocg metody wygaszania
wolnego rodnika DPPH’. Wykazano, ze antyoksydacyjne wlasciwosci uzaleznione sg
od zawartos$ci karotenoidow w kremie, a wraz z uplywem czasu inkubacji absorbancja
probki maleje. Najwyzszym % inhibicji charakteryzuja si¢ karotenoidy zawarte w
emulsjach typu O/W na zimno, natomiast najnizszym % inhibicji cechuja si¢
karotenoidy zawarte w emulsji typu O/W. Najsilniejszymi wiasciwosci
przeciwutleniajacymi spos$rod kremow komercyjnych charakteryzowal si¢ krem Ava
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Laboratorium, natomiast najnizszymi wtasciwo$ciami przeciwutleniajgcymi cechowat
si¢ krem Bielenda Karoten, masto do ciala.

Udowodniono stabilno$¢ przygotowanych kremow zawierajacych karotenoidy przy
uzyciu metody wielokrotnego rozpraszania $wiatla oraz badania rozkladu wielkos$ci
czastek emulsji kosmetycznych technika dyfrakcji laserowej. Zaobserwowano, ze
wraz z uplywem czasu przechowywania emulsji postgpuje zjawisko flokulacji, czyli
agregacji czastek. Warto§¢ zmierzonych flokulacji $wiadczy o niewielkiej
niestabilnosci emulsji, mieSci si¢ ona w granicach normy (-10%). Emulsja O/W
przygotowana na zimno z udziatem koemulgatora, utrzymujacego mozliwie najnizsze
napi¢cie miedzyfazowe, charakteryzuje si¢ najwickszg stabilno$cig. Wszystkie typy
emulsji sg najbardziej stabilne w temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatla,
najmniej stabilne w temperaturze 45°C. Zawarto$¢ [-karotenu, likopenu czy
astaksantyny we wszystkich typach emulsji nie wplyngta istotnie na zmiany
stabilno$ci tych emulsji przechowywanych w réznych warunkach.

Badania in vivo przeprowadzone na probantach z wykorzystaniem samodzielnie
przygotowanych emulsji kosmetycznych zawierajacych B-karoten, potwierdzity ze
badany krem jest skutecznym kosmetykiem. Stwierdzono poprawe poziomu
nawilzenia skory, zmniejszenie przeznaskorkowej utraty wody oraz wzrost
elastycznosci skory po zastosowaniu kremu z karotenoidem. Stwierdzono réwniez za
pomoca aplikacji TRUE testéw, czyli metody sluzacej ocenie dzialania draznigcego
(ocena dermatologiczna), ze B-karoten nie jest substancja uczulajaca.

Przy uzyciu badania biodostgpnosci -karotenu za pomoca metody zdzierania paskow
adhezyjnych zaobserwowano, ze wraz z czasem trwania badania wartos¢ TEWL
wzrasta co $wiadczy o poprawie tego parametru oraz kondycji skory probantow.
Obliczona wartos¢ TEWL wzrasta proporcjonalnie do zwigkszajacej si¢ ingerencji w
glab tkanki. Na podstawie profilu st¢zenia dla poszczegdlnych probantow okreslono
pierwszorzedowsg statg transportu [-karotenu D/ L2, ktora okresla szybko$¢ absorpcji
substancji aktywnej. Im wigksza warto$¢ wyzej wymienionego parametru tym szybsza
absorpcja. Wzrost warto$ci transepidermalnej utraty wody wraz z odrywaniem
kolejnych plastrow adhezyjnych powoduje coraz glebsza ingerencje w warstwe SC.
Im ciensza grubos¢ warstwy SC tym wigksza ilo§¢ wody przez nig przenika do
srodowiska zewnetrznego. Wartosci TEWL wzrastajg proporcjonalnie do catkowitej
ingerencji w tkanke. Warto$ci dla poszczegdlnych probantow rdznig si¢ nieznacznie,
jak wynika z scalkowanego rownania profilu st¢zenia - catkowita ilo§¢ substancji
aktywnej nie zalezy od glebokosci ingerencji w tkanke tylko od grubosci warstwy SC.
Analiza probek pobranych podczas badania pokazata, ze stezenie 3-karotenu maleje w
kolejnych oderwanych fragmentach naskorka. Swiadczy to o wnikaniu B-karotenu
tylko do =zewnetrznych warstw stratum corneum. Na podstawie badan
transepidermalnej utraty wody oraz spektroskopii UV-Vis stwierdzono, ze obnizenie
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integralnosci bariery skornej zwigzane jest z odrywaniem kolejnych plastrow
adhezyjnych powodujace zwigkszanie warto§ci TEWL moze jednoczesnie zwigkszy¢
szybkos$¢ absorpcji [-karotenu. Wptywa na to wspdlczynnik podziatu przenikania
wody pomiedzy warstwg Stratum corneum a zywym naskoérkiem. Im mniejsze
uwodnienie naskorka, tym wigkszy wspotczynnik podziatu powodujacy silniejsza
absorpcje substancji aktywnej. Zaobserwowano wzrost stezenia [-karotenu wraz z
wzrostem wartosci TEWL. Karotenoidy, w tym B-karoten sg zwigzkami liofilowymi,
rozpuszczajacymi si¢ w thuszczach. Na podstawie tej wlasciwo$ci mozna stwierdzic,
ze mniejsze nawodnienie naskorka powoduje lepsze rozpuszczanie [B-karotenu w
lipidach skornych, przez co obserwujemy wzrost st¢zenia [-karotenu przy
jednoczesnym wzroscie wartosci TEWL. B-karoten mimo do$¢ duzej masy molowe;]
(M=536 g/mol) przenika w pewnym stopniu do warstwy naskorka stratum corneum,
ktora dobrze przepuszcza czastki do masy molowej M=500g/mol [330].
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VIIIl. STRESZCZENIE

Skora stanowi bardzo dobry model badawczy w odniesieniu do catosciowego zjawiska
starzenia. Jest ona bezposrednio narazona na destrukcyjne dziatanie czynnikow zewnetrznych.
Ulega starzeniu szybciej niz pozostale narzady naszego ciala. Poznanie mechanizmow
starzenia si¢ pozwala nam zrozumie¢, w jaki sposéb musimy zapobiega¢ 1 przeciwdziataé
temu procesowi. Jest to proces wieloczynnikowy, regulowany przez czynniki genetyczne, jak
1 srodowiskowe.

W rozprawie doktorskiej zaprezentowano zagadnienia literaturowe m.in. z zakresu chemii
kosmetycznej. Przeglad literatury rozpocz¢to od budowy skory, jej funkcji, a takze opisu
procesu starzenia si¢. Nastepnie, przedstawiono informacje na temat reaktywnych form tlenu
oraz wolnych rodnikéw 1 ich skutkéw dziatania na skorg. Doniesienia literaturowe wskazuja,
ze organizm ludzki dysponuje kilkoma mechanizmami obronnymi, ktore neutralizuja
szkodliwe dziatanie reaktywnych form tlenu. Jedng z najwazniejszych rél w zmniejszaniu
uszkodzen oksydacyjnych w ludzkim organizmie spelniaja antyutleniacze. W kolejnym
paragrafie dokonano przegladu karotenoidow pod wzgledem ich budowy, podziatu,
biosyntezy, wlasciwosci oraz zastosowania. Ponadto w kolejnych rozdziatach opisano
metody: badania in vivo formulacji kosmetycznych (testy na probantach), oceny stabilnosci
emulsji kosmetycznych oraz okreslania skladu form kosmetycznych. Ponadto podano
informacje nt. badania biodostgpnosci z wykorzystaniem metody zdzierania oraz kinetyki
uwalniania substancji aktywnych z formulacji kosmetycznych.

W czesci doswiadcezalnej zaprojektowano oraz otrzymano formulacje kosmetyczne o
okreslonym, pozadanym  przeciwutleniajagcym  spektrum  dzialania.  Wlasciwosci
fizykochemiczne takie jak: lepkos$¢, pH, wspodtczynnik refrakcji zostaly okreslone przy
pomocy réznych technik badawczych. Dokonano roéwniez obserwacji rodzaju emulsji z
wykorzystaniem metody mikroskopowej. W dalszej czeSci pracy oznaczono zawartosci
karotenoidow w preparatach kosmetycznych za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Zanalizowano jakosciowo karotenoidy zawarte w komercyjnych kremach metoda
spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-IR). Okreslono
wlasciwosci antyoksydacyjne formulacji kosmetycznych zawierajacych karotenoidy na
drodze pomiaru zdolnosci do wygaszania wolnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu.
Przeprowadzono badania stabilno$ci emulsji kosmetycznych zawierajacych karotenoidy
metoda wielokrotnego rozpraszania $wiatta. Pomiary prowadzono przez 100 dni. Kosmetyki
przechowywane byly w dwoch réznych temperaturach, w temperaturze pokojowej z dostgpem
lub bez $wiatta oraz w temperaturze 45°C. Okreslono wpltyw rodzaju formulacji kosmetyczne;j
na stabilno$¢ badanych karotenoidow zawartych w tych emulsjach. Przeprowadzono rowniez
badanie rozkladu wielkos$ci czastek emulsji kosmetycznych technikg dyfrakcji laserowe;,
ktore wykazato rodzaj niestabilno$ci wystgpujacy w badanych emulsjach kosmetycznych.

Podsumowujac, w ramach pracy doktorskiej opracowano nowe receptury formulacji
kosmetycznych z wybranymi karotenoidami oraz przeprowadzono badania in vivo na
probantach z wykorzystaniem samodzielnie przygotowanych emulsji kosmetycznych
zawierajacych [-karoten. Testy aplikacyjne potwierdzily poprawe poziomu nawilzenia,
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elastycznosci skory oraz natluszczenia skory ochotnikow. Na podstawie badan wyciggnigto
wniosek, ze opracowany kosmetyk poprawia ogélng kondycje skéry. W wyniku prac, ktére
przeprowadzitam na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,
wykazano za pomocg badania biodost¢pnosci B-karotenu metodg zdzierania, ze karotenoid ten
przenika do gérnej warstwy naskorka - stratum corneum.

Otrzymane wyniki powinny przyczyni¢ si¢ do rozwoju chemii kosmetycznej, nowej
interdyscyplinarnej galezi nauki taczacej chemie, chemi¢ analityczng oraz biotechnologig.
Ponadto, uzyskane wyniki badan eksperymentalnych powinny pomoéc w lepszym poznaniu
wymagan stawianym preparatom kosmetycznym, a tym samym dostarczy¢ informacji
niezbednych w projektowaniu oraz badaniach wyrobow kosmetycznych z karotenoidami.
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VIill. SUMMARY

The skin makes a very good model for investigation of the phenomenon of ageing. It is
exposed to the destructive influence of external factors and its ageing is faster than that of the
other parts of human body. The understanding of the mechanisms of ageing is expected to
permit development of methods of slowing this process down. Ageing is a multifactor driven
process, regulated by genetic and environmental agents.

The thesis begins with a survey of literature on ageing and cosmetic chemistry. The
structure of skin, its functions and the known information on the mechanisms of its ageing are
presented. In particular the roles of the reactive oxygen species and free radicals and their
effect on the skin are described together with the protective mechanisms developed by the
human organisms to neutralise the destructive effects of the reactive oxygen species and free
radicals. Particular attention has been paid to the antioxidants and their effect on the oxidative
skin damage. The second chapter of the thesis concerns a special group of antioxidants that is
carotenoids. Their types, structures, biosynthesis, properties and application are presented and
discussed. The methods for in vivo investigation of cosmetic formulations (tests on probands),
for evaluation of stability of cosmetic formulations and determination of the composition of
cosmetic formulations are described along with the methods for evaluation of bioavailability
with the use of stripping and kinetics of active ingredient release from cosmetic formulations.

The aim of the experimental part was to design and synthesise cosmetic formulations of
antioxidating effect based on carotenoids as the active ingredients. Physicochemical
properties of the formulations, including viscosity, pH andrefraction coefficient were
determined by appropriate methods. The type of emulsion obtained in the formulation was
established under a microscope. The content of carotenoids in the cosmetic formulations made
was determined by high-performance liquid chromatography. The quality of carotenoids
contained in the commercial cosmetic creams was evaluated by the method of attenuated total
reflection in infrared (ATR-IR). By measuring the ability to quench free radical of 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazil the antioxidative properties of cosmetic formulations comprising
carotenoids were evaluated. By the method of multiple light scattering the stability of
cosmetic emulsions containing carotenoids was tested. The tests were performed for 100 days.
For the test duration the cosmetic products were kept in different regimes: at room
temperature with or without access of light or at 45°C.The influence of the type of cosmetic
formulation on the stability of carotenoids contained in the emulsions was studied. The
particle size distribution of the cosmetic emulsions was determined by the method of laser
diffraction and revealed the types of instability developing in them.

Within the doctoral dissertation a new cosmetic formulation with beta carotenoid as an
antioxidant was designed, obtained and tested in vivo on a group of probands. The application
tests confirmed improvement in skin moisturising, elasticity and oiling of the skin of the
probands. The cosmetic product designed and proposed was shown to improve the general
condition of the skin. The study of beta-carotenoid bioavailability by the method of stripping
proved that this carotenoid penetrates to the upper layer of epidermis, stratum corneum.
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The results contribute to development of cosmetic chemistry, a new interdisciplinary
branch of research combining chemistry, analytical chemistry and biotechnology. The results
of the experiment have brought new information needed for design and characterisation of
cosmetic products containing carotenoids.
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X. ZALACZNIKI

Zalacznik nr 1

UNTWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

LOMISTA BIOETYCZNA PRZY UNTWERSYTECIE MEDYCZNYM
o, KAROLA MARCINKGWSKIEGO W POZNANIY

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (148 613 854 61 07
61-701Poznan www _bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 835/13

Na pouttinsie praegivéw Ustawy ¢ ticia § grainie 199 . o sawodach tekarte | fekarea demysty (D5, U, 2011, N 377, o 1634 3 patn. e by Rowporsiapuia Minisira Zidenwia i Opieki
Spotecznej 3 drin 13 muga 1999r. w sprawic ; asad govoiywaniu | | in ora trybu deiafenia housisfi divetycenych (D U. Ne 47, poz 480); Ustwsy ¢ dnin §
varinin 0at. Pranwn farmaacewyezne (Di U1 < 245, Nr 53, por. 333 T pitn. on); Rocparspizanin Mivistre Fimanséw 3 dwie 30t kovistaic 204r. w sprawie obavigihoweso
Whespiecsania dpmwieddioingsci cywilnc budacsa i spansurd (De. U, 2004 ne 101, pos. 1034 ¢ piin. un); Roggorajeceniz Mivisira Fingraw ¢ dwix 18 vajer 20u5n waignizjies

rozporzadieic » sprawie abowig 7 eaici cywilnef butacss i sponsora (Dz. U. Nr 101, por, $95; Rozpuruplienia Ministra Zirawin 5 dnia 30 bviztnis
2004r, w sprawie $pasodn Suedark ktirei + wiiziviem weniotemich (Do U. 2004 Nr {64, pag 1108); Rozporsquizenin Mirisern Zlrowia « duia 10 kwietnia 2004r. w0
sprawiv in miesp cipikiegs 2 dgirarsia prodakte lscaniczage (Uz, U 104, por. i 107); Rosporsudsanic ikfinistre Ziruwia 2 dnia 1S Tstaparia 2010 7.
w spruwie wiprdw wniosks titadanyct: w svigshiz 2 badarier ki kased plar in dotenic wnicskow oraz fania kot Gt hncanics Kl

7 1 FU LY S
(D1, U, 20007, nr 222 poy, 1451, = pitn. anj; Usiaowy 1 dnéa 20 maja 2000 1. o wyroback wedyeznych (V2 {L 3010r, ar 107 pac. 679, ¢ poin. snJi Roeporzqdaanie Minivrs Finansin @
I S 4 2 207 0 fyezny : e gilze

dwia § pagiziernifin 2010 . w sprawis ohowigahaveg zu friatnodci epwiingj sponsore § badaczt kil W siglar o badunia fini
wyrobdw (D L 201, Ny 199 por. 1 290); Ustmwue 2 Jnia {8 narc 2041 v o Uirzgudzie fi Froduked H, Worohaw wveh i lukidre Biobdl (D U 2011
tr 42 puz. 451); Rosparsgduwnie Minisea Zdrovwia < duice 2 metie 20127, 10 sprawie Dobrej Prakeyli Miniconef (D U, 2812, Nr 4 g 489); Rogporaplzenic Minisora Zhawiu 3 dnia 2
i 20134, w pricwie WLarw o 1 o gt ¢ basltiens Rfindconn prodadie lesuiczego onag w sprawie wysvhwdcl | sprsvby wiszeaia oplal o sloteris
wninsk o rosprczpcic badamic Rinicotege  (Dz. U, 2013, Ne @ poz 488); w oparcin 2 Dekiaraciy Helsirivks - Zasady 5o Postey jo w Eks ie Mod) c
Pefcinlerre Lirde,

Komisja Bioetycyna, na posiedzenin w dnin 05 grudnia 2013 r.

rozpairzyla wriosek dotyczgcy prowadzenia badast naukowych.

Kierownik projelitu:

prof. dr hab. Izabela Nowak

Miejsce prowadzenia hadan;

Wydziat Chemii UAM w Poznaniu

Glowny badacy: mgr inz. Joanna lgielska-Kaiwat

Temat badan:
»Badanie in vitro oraz in vivo wpfywu form kosmetycznych na
biodostepnos$é wybranych karotenoidow”.

Komisja wydaia uchwalg o porytywnym zaopiniowaniu tego wriosku

Przewodniczqcy Komisji
™

prof dr hab. med. Pawel Checifiski
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Zalacznik nr 2

Formularz Swiadomej zgody na udzial w badaniu

Ja nizej podpisany/a o§wiadczam, ze:

1.

Przeczytatem/am 1 zrozumialem/am wszelkie informacje dotyczace celu i zasad
badania.

Otrzymatem/am zadowalajace odpowiedzi na wszystkie zadane przeze mnie
pytania.

Wyrazam dobrowolnie zgod¢ na udzial w tym badaniu i jestem $wiadomy/a
mozliwos$ci odstgpienia od udziatu w badaniu na kazdym etapie jego trwania, bez
podania przyczyny.

Zgadzam si¢ na udzial w wyzej wymienionym badaniu i na wykonanie
wymaganych w nim procedur.

Zostatem/am poinformowany/a o spodziewanych korzy$ciach i grozacych mi
ujemnych skutkach oraz prawdopodobienstwie ich powstania.

Zostalem/am poinformowany/a, ze administratorem danych zwigzanych z
badaniem bedzie placowka, w ktorej prowadzony jest eksperyment. Przed
podpisaniem  dokumentu  zostalem/am  poinformowany/a o  sposobie
przetwarzania danych pochodzacych z badania oraz ze dane te, zbierane sa
wylacznie w celach analizy naukowe;.

Wyrazam zgode¢ na przetwarzanie moich danych osobowych na potrzeby wyzej
wymienionego badania, zgodnie z obowigzujacym w Polsce prawem (Ustawg z
dnia 29.08.1997 o Ochronie Danych osobowych Dz. Ust. Nr 133 poz 83).
Wyrazam zgode na udziat w tym badaniu.

Otrzymatem/am kopi¢ niniejszego oswiadczenia opatrzong czytelnym podpisem 1
data.

(data i podpis)
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Zalacznik nr 3

Ochotnik:

(czytelny podpis ochotnika) (data)

Osoba przyjmujaca formularz zgody:

Ja nizej podpisany/a oswiadczam, ze zgodnie z moja wiedza, badanie zostalo w pelni i
doktadnie omowione z ochotnikiem/czkg podpisujacym/g niniejszy formularz zgody oraz ze
ochotnik/czka jest §$wiadomy/a istoty badania, zagrozen oraz korzysci zwigzanych z udzialem
w tym badaniu.

(czytelny podpis badacza) (data)
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Zalacznik nr 4

Informacja dla Pacjenta o przebiegu testow platkowych

Uwaga: Prosimy zapoznac si¢ z ponizsza informacja! Przestrzeganie opisanych procedur
ma wplyw na wiarygodno$s¢ uzyskanych wynikow oraz komfort i bezpieczenstwo
Pacjenta w czasie trwania testu.

Test platkowy (ang. patch test) jest najbardziej uznang metodg diagnostyki alergii
kontaktowej (wyprysku kontaktowego i choréb pokrewnych). Test polega na natozeniu na
skore (za pomoca specjalnych przylepcow)niewielkich ilo§ci substancji testowych
(haptenow). Dawka jest $cisle okreslona, podobnie jak czas kontaktu ze skoéra oraz czas
kolejnych odczytow. Jezeli badana osoba jest uczulona na konkretng substancje, to w miejscu
jej podania pojawia si¢ w okreSlonym czasie reakcja skorna (zaczerwienienie, naciek,
swedzenie). Na podstawie wygladu tego odczynu, doswiadczony lekarz moze wnioskowaé o
obecnosci uczulenia, jego nasileniu, a takze o znaczeniu konkretnej substancji dla choroby
pacjenta. Testy ptlatkowe wykonywane wedlug zalecen Europejskiego Towarzystwa
Wyprysku Kontaktowego sa uznawana za najwazniejsze badanie w rozpoznawaniu alergii
kontaktowej.

Informacje szczegolowe o testach platkowych:

1. Test platkowy typowo wymaga 4 wizyt w ciggu 5 dni, jednak w indywidualnych
przypadkach niezbedne moga si¢ okaza¢ dodatkowe wizyty — np. po 7 i 14 dniach. W
typowym cyklu badania testy sa zaktadane na plecy w poniedziatek, w $rode nastepuje ich
zdjecie 1 pierwszy odczyt, a ostateczne odczyty odbywaja si¢ w czwartek 1 pigtek.

2. Pacjent przystepujacy do badan powinien by¢é w dobrym stanie zdrowia. Prosimy
poinformowac o przebytych ostatnio chorobach oraz przyjmowanych lekach.

3. Testow nie nalezy wykonywac¢ u o0sob przezigbionych, goraczkujacych, przyjmujacych
antybiotyki, leki przeciw alergii, biataczce, nowotworom, osob, ktoére w ciggu ostatnich 4
tygodni intensywnie opalaly si¢ lub korzystaly z solarium. Nie nalezy si¢ szczepié
bezposrednio przed oraz w trakcie wykonywania testow.

4. Testow nie mozna wykonywac na skorze zmienionej chorobowo lub leczonej w ciagu
ostatnich 4 tygodni masciami przeciwalergicznymi (sterydy).

5. Prosimy naszych Pacjentéw, aby od pierwszego do ostatniego dnia badania nosili odziez
rozpinang z przodu. Nie sg wskazane golfy, obciste podkoszulki itp., poniewaz podczas
Sciggania odziezy ,,przezglowe” moze doj$¢ do zerwania zalozonych testoéw. Ewentualnie
dopuszczalny jest bardzo luzny podkoszulek bawelniany.

6. Niektore z testowanych substancji maja intensywny kolor i mogg zabarwi¢ ubranie.
Dlatego odziez majgca bezposredni kontakt ze skorg plecow (podkoszulek, koszula, bluzka)
powinna by¢ ciemnego koloru i nadawac si¢ do prania w wysokiej temperaturze. Prosimy nie
nosi¢ w okresie badania ubran delikatnych 1 kosztownych. Nie przyjmujemy
odpowiedzialnosci za ewentualne przebarwienia odziezy.

7. Przez caly okres badania obowiazuje catkowity zakaz moczenia plecéw! Obmywajac inne
okolice ciata nalezy bardzo uwazac, by nie doszto do zalania zamontowanych plastrow.
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8. Nadmierne owlosienie na plecach moze uniemozliwi¢ zatozenie testow, dlatego Pacjenci
posiadajacy owlosienie na plecach proszeni sg o doktadne ogolenie plecéw na 1-2 dni przed
rozpoczeciem badania.

9. Prosimy nie goli¢ plecow tuz przed badaniem - podrazniona skora moze podczas testu
reagowac nietypowo!

10. W okresie badania niewskazany jest intensywny wysilek, poniewaz zapocenie plecow
moze udaremni¢ badanie podobnie jak ich zamoczenie woda. Przepocenia nalezy unikad
réwniez ze wzgledow higienicznych, w zwigzku z opisanym wcze$niej ograniczeniem mycia
plecow.

11. W razie niejasnosci zapytaj osobe¢ przeprowadzajaca doswiadczenie!

12. W razie nieprzewidzianych zdarzen lub watpliwosci dzwon:
nr tel. 501667270
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Zalacznik nr 5
Formularz informacji dla probanta

1. Celem badania jest sprawdzenie tolerancji skory oraz skuteczno$¢ dziatania
kosmetyku, ktorego kluczowymi sktadnikami sg karotenoidy.

2. Przed rozpoczeciem testowania kosmetyku zostang przeprowadzone testy
ptatkowe sluzace wyeliminowaniu alergii na substancje aktywne zawarte w
emulsji kosmetycznej, pomiary przez naskérkowej utraty wody, elastycznosci,
napre¢zenia oraz nawilzenia warstwy rogowej naskorka w celu okreslenia rodzaju
skory.

3. Otrzymany kosmetyk nalezy aplikowa¢ dwa razy dziennie, rano i wieczorem
(w zblizonych godzinach) na wewng¢trznej stronie nadgarstka, ewentualnie w innej
czg¢sci przedramienia ( po wewngtrznej stronie), ale zawsze w_tym samym

miejscu:

(\G("

- lewa reka, przedramie KREM 2 - prawa reka, przedramie

4. Czas trwania badan wynosi okoto 3 miesiecy, a pomiary beda przeprowadzane raz
w tygodniu na Wydziale Chemii (adres: Uniwersytet imienia Adama Mickiewicza,
ul. Umultowska 89b, 61-614 Poznan).

Warunki stosowania kremow:

W czasie stosowania kremow nie nalezy uzywac innych $rodkoéw pielggnacyjnych na
skore obydwu przedramion.

Regularnie stosowac badane preparaty w okresie 6 tygodni.

Natychmiast przerwac¢ stosowanie kremu w przypadku wystgpienia jakichkolwiek
objawdw podraznienia lub alergii.

Obserwowac¢ wlasciwosci preparatéw ( dziatanie pielggnacyjne, tolerancja, uczucie na
skorze, nawilzenie, wygtadzenie, rozprowadzalno$¢, zdolno$¢ wchtaniania).
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Ryzyko zwigzane 7 poddaniem si¢ eksperymentowi

Karotenoidy w dozwolonych dawkach nie wykazujg niekorzystnego dziatania na organizm.
Stwierdzone dziatania niepozadane: bole brzucha, biegunka, przejsciowe zotte zabarwienia
skory.

Przeciwwskazania

e nadwrazliwo$¢ na lek
o ciezka niewydolnos$¢ watroby I nerek
e kobiety w cigzy

Udziatl w badaniu jest dobrowolny. Istnieje mozliwos$ci odstapienia od udzialu w badaniu na
kazdym etapie jego trwania, bez podania przyczyny. Dane osobowe beda przetwarzane
wylacznie w celach analizy naukowej zgodnie z obowigzujacym w Polsce prawem (Ustawg
z dnia 29.08.1997 o Ochronie Danych osobowych Dz. Ust. Nr 133 poz 83).
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Zalacznik nr 6
Formularz informacji dla probanta

1. Celem badania jest sprawdzenie biodostgpnosci (przenikalnos$ci) karotenoidu
jakim jest beta-karoten w limitujacej przenikanie warstwie naskorka, stratum
corneum.

2. Przed rozpoczeciem testowania kosmetyku zostang przeprowadzone testy
strippingu oraz pomiary TEWL-u, aby okresli¢ stan skory probanta.

3. Otrzymany kosmetyk nalezy aplikowa¢ dwa razy dziennie, rano i wieczorem

na wewngtrznej stronie nadgarstka, ewentualnie w innej czesci przedramienia
(po wewngtrznej stronie), ale zawsze w tym samym miejscu!

Ol\l“

4. Czas trwania badan wynosi okoto 5 tygodni, a pomiary beda przeprowadzane
raz w tygodniu na Wydziale Chemii (adres: Uniwersytet imienia Adama
Mickiewicza, ul. Umultowska 89b, 61-614 Poznan).

Warunki stosowania kremow:

» W czasie stosowania kremu nie nalezy uzywaé innych $rodkoéw
pielegnacyjnych na badanym fragmencie skory.

» Regularnie stosowaé badane preparaty w okresie 4 tygodni.

» Natychmiast przerwa¢ stosowanie kremu w przypadku wystgpienia
jakichkolwiek objawow podraznienia, alergii lub widocznych przebarwien.

» Obserwowa¢ wlasciwosci preparatow (dziatanie pielggnacyjne, tolerancja,
uczucie na skorze, nawilzenie, wygladzenie, rozsmarowywalno$¢, zdolnos¢
wchtaniania).

Ryzyko zwiazane z poddaniem si¢ eksperymentowi:
Karotenoidy w dozwolonych dawkach nie wykazuja niekorzystnego dziatania na
organizm. Stwierdzone dziatania niepozadane: bodle brzucha, biegunka,

przejsciowe zoOlte zabarwienia skory.

Przeciwwskazania: nadwrazliwos¢ na lek, ciezka niewydolnos¢ watroby i nerek,
kobiety w cigzy.

Udzial w badaniu jest dobrowolny. Istnieje mozliwo$ci odstagpienia od udzialu w
badaniu na kazdym etapie jego trwania, bez podania przyczyny.
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Dane osobowe bedq przetwarzane wylgcznie w celach analizy naukowej zgodnie z
obowiqzujgcym w Polsce prawem (Ustawq z dnia 29.08.1997 o Ochronie Danych
osobowych Dz. Ust. Nr 133 poz 83).
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Zalacznik nr 7

ANKIETA

NUMER PROBANT AL . .ttittiitiiiiiiiittitiitiietiitiittiaeiastsssscsasssssssssasssssssssssssssnns

1. PLEC

(100 kobieta
[J[J megzczyzna

2. WIEK

(10 18-25
(10 26-35
(10 36-45
(101 46-55
(101 56-65

3. TYP SKORY WEDLUG KLASYFIKACIJI FITZPATRICKA

[0 I (blada, biata skéra, tatwo ulegajaca poparzeniom, nigdy nie opalajaca si¢)

([0 II (biata skora, tatwo ulegajaca poparzeniom, minimalnie i trudno opalajaca si¢)

([0 T (ciemniejsza biata skora, umiarkowanie opalajaca si¢, po poczatkowym poparzeniu)
O 1V (jasna, brazowa skoéra, ulegajagca minimalnym poparzeniom, tatwo opalajaca si¢)
[0 V (brazowa skora, rzadko ulegajaca poparzeniom, tatwo 1 mocno opalajaca sig)

[0 VI (ciemnobrazowa/czarna skora, nie ulegajaca poparzeniom, mocno opalajaca si¢).

4. OKOLICA CIALA DOTKNIETA NAJWIEKSZYM PRZESUSZENIEM

(100 twarz
o czoto
0 NoS
o0 policzek lewy
0 policzek prawy
0 gérna warga
0 broda

(10 szyja
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[J[] konczyna gorna

5. PRZYCZYNA PRZESUSZENIA SKORY
[J0J wrodzona
(101 nabyta

0 promieniowanie UV

o lecznicze

0 kosmetyczne

o zmiany hormonalne (cigza, menopauza, preparaty antykoncepcyjne)
0 inne zaburzenia endokrynologiczne

0 leki

o zmiany zapalne skory

0 urazy mechaniczne

oinne, jakie ...........ccooiiiiinnn.n.

[10J nie pamigtam
6. CZAS TRWANIA PRZESUSZENIA SKORY

100 od urodzenia
[J[J od miesigca
[J[J od 2 miesiecy
[J[J od 6 miesiecy

100 od roku
O00od........ lat
O00od........ roku zycia

7. CZY ULEGL PAN/PANI POPARZENIU SLONECZNEMU?

0 Otak
0 Onie

8. CZY STOSUJE PAN/PANI OCHRONE PRZECIWSLONECZNA?

0] tak
00 nie
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9. JAK CZESTO PAN/PANI JA STOSUJE?

100 codziennie

[10J wylacznie podczas opalania
100 rzadko

[ w ogole

10. W JAKI SPOSOB PAN/PANI RADZI SOBIE Z PROBLEMEM PRZESUSZONEJ
SKORY?

[10J nic z tym nie robi¢

(10 konsultacje z kosmetologiem
(101 konsultacje z dermatologiem
O[] inne, jakie.....................

1. CZY KORZYSTA PAN/PANI Z ZABIEGOW
NAWILZAJACYCH/NATLUSZCZAJACYCH/UELASTYCZNIAJACYCH SKORE?

(10 tak
00 nie

12. JAKIE ZABIEGI WYKONYWANE BYLY W TYM CELU?

(10 peeling owocowy (chemiczny)

(1[0 maski nawilzajace/natluszczajgce/uelastyczniajace
[10J sonoforeza

(101 oksybrazia

([0 kawitacja

[J[J mezoterapia iglowa

(] mezoterapia bezigtowa

00 inne, jakie.......o.oeeeninnnn.,

([ zadne

13. CZY STOSUJE PAN/PANI KOSMETYKI LUB SUPLEMENTY DIETY Z B-
KAROTENEM?

00 tak
0 nie

14. JAK CZESTO PAN/PANI JE STOSUJE?

([ 2 razy dziennie
[10J raz dziennie
(100 kilka razy w tygodniu
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(10 raz w tygodniu
(101 rzadziej

(100 nie stosuj¢
15. CZY TERAPIA PRZYNOSI POZADANY EFEKT?

00 tak
(10 nie
(10 nie dotyczy

16. PO JAKIM CZASIE BYLY ZAUWAZALNE EFEKTY TERAPII?

[10J po 2 tygodniach stosowania

[J[J po miesigcu stosowania

(1[0 po kilku miesigcach stosowania, ilu ? ........................
[1[] nie byto zauwazalnych efektow

(10 nie dotyczy

17. CZY W TRAKCIE BADANIA STOSOWAL/A PAN/PANI ZALECANY KREM Z B-
KAROTENEM?

(10 tak
(10 nie

18. CZY W TRAKCIE EKSPERYMENTU EKSPONOWAL/A PAN/I BADANA OKOLICE
CIALA NA PROMIENIOWANIE SEONECZNE?

00 tak

(10 nie

19. CZY ULEGL/A PAN/PANI POPARZENIU SEONECZNEMU W TRAKCIE
TRWANIA BADANIA?

[0 tak

10 nie

20. W JAKIEJ STREFIE KLIMATYCZNEJ PAN/I PRZEBYWALA?
[J[] strefa umiarkowana chtodna

[J[0 strefa umiarkowana ciepta
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(107 strefa podzwrotnikowa

(10 strefa zwrotnikowa

21. Czy KORZYSTAL/A PAN/PANI Z INNYCH ZABIEGOW
NAWILZAJACYCH/NATLUSZCZAJACYCH/UELASTYCZNIAJACYCH SKORE W
TRAKCIE BADANIA?

00 tak

00 nie

22. CZY STOSOWAL/A PAN/PANI INNE KOSMETYKI LUB LEKI NAWILZAJACE
SKORE W TRAKCIE BADANIA?

O tak, jakie.....................

(10 nie

23. CZY UDZIAL. W BADANIU PRZYNIOSE. OCZEKIWANE REZULTATY?
00 tak

(10 nie

24. EFEKT NAWILZENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z LEWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

(101 0 - pogorszenie

(10 1 - brak poprawy

[10J 2 - minimalna poprawa
[10] 3 - zdecydowana poprawa .

25. EFEKT NATLUSZCZENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z LEWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

(101 0 - pogorszenie
[0 1 - brak poprawy
[10J 2 - minimalna poprawa
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(10 3 - zdecydowana poprawa

26. EFEKT UELASTYCZNIENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z LEWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

(101 0 - pogorszenie
(10 1 - brak poprawy
[10) 2 - minimalna poprawa

(101 3 - zdecydowana poprawa

27. EFEKT NAWILZENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z PRAWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

(10 0 - pogorszenie

(10 1 - brak poprawy

[10J 2 - minimalna poprawa
[10J 3 - zdecydowana poprawa .

28. EFEKT NATLUSZCZENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z PRAWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

(10 0 - pogorszenie

[10J 1 - brak poprawy

[10J 2 - minimalna poprawa

[10] 3 - zdecydowana poprawa

29. EFEKT UELASTYCZNIENIA SKORY PO APLIKACJI KREMU Z PRAWEGO
PRZEDRAMIENIA (SKALA NUMERYCZNA):

[J[1 0 - pogorszenie

(101 1 - brak poprawy

[J[J 2 - minimalna poprawa
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(10 3 - zdecydowana poprawa

30. PO JAKIM CZASIE ZAUWAZALNE BYLY EFEKTY APLIKACJI KREMU?
[10J po 2 tygodniach stosowania

[10J po 4 tygodniach stosowania

[10J po 6 tygodniach stosowania

31. CZY PODCZAS APLIKACJI KREMU Z B-KAROTENEM POJAWILY SIE
PODRAZNIENIA SKORY TYPU:

[JJ rumien

o tak

0 nie

(1] obrzek

o tak

0 nie

(100 wysypka

o tak

0 nie
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SUBIEKTYWNA OCENA TESTOWANEGO KOSMETYKU

W skali od 1-5:
5 - bardzo dobrze, 4 - dobrze, 3 - przecigtnie, 2 - niezadowalajgco, 1 - zle

Parametry/ocena 1 2 3 4 5

Nawilzenie

Zdolnos¢ do
wchlaniania

Uczucie na skorze

Dziatanie
pielgegnacyjne

Wygladzenie

Rozsmarowywalno$¢

Tolerancja
(dziatanie
uczulajace)
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WYNIKI OCENY DLA ANALIZY SENSORYCZNEJ - JAKOSCIOWEJ

W skali od 1-5:
5 - bardzo dobrze, 4 - dobrze, 3 - przecigtnie, 2 - niezadowalajgco, 1 - zle

Cecha/parametr |1 2 3 4

Jednolitos¢

Konsystencja

Wchlanianie

Rozprowadzenie

Kleistos¢

Natluszczenie

Przyczepnos¢

Wygladzanie
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