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Wykaz skrotow

SKROT ROZWINIECIE SKROTU WYJASNIENIE
Model Human Cell Line - . .
A431 (Epidermoid Carcinoma) ludzka linia komoérkowa nowotworu skory
AB Alamar Blue® wskaznik zawierajacy resazuryne
ALA Alfa-Linolenic Acid kwas alfa-linolenowy
ANOVA Analysis of Variance analiza wariancji
ATP Adenosine Triphosphate adenozyno-5'-trifosforan
Albino, Laboratory Strain i
BALB/c of the House Mouse gatunek myszy albinotycznych
BBB Blood-Brain Barrier bariera krew — mozg
CCD Charge-Coupled Device Line | Pr2Yr7ad o sprzezeniu fadunkowym
(monolityczne uktady scalone)
CE Cornified Envelope koperta rogowa
CSA Centrifugal Separation Analysis | analiza separacji odsrodkowe;j
DDS Drug Delivery System system dostarczania lekow
DLS Dynamic Light Scattering dynamiczne rozpraszanie Swiatta
DMEM EAUIQECCO s Modified Eagle modyfikowana pozywka Eagle'a Dulbecco
edium
DMSO Dimethyl Sulfoxide dimetylosulfotlenek
DSC Dlﬁergntlal Scanning skaningowa kalorymetria roznicowa
Calorimetry
EE Encapsulation Efficiency efektywnos¢ enkapsulacji
EFA Essential Fatty Acids niezbg¢dne kwasy tluszczowe
EGF Epidermal Growth Factor czynnik wzrostu naskorka
EGFR Epldermal Growth Factor receptor czynnika wzrostu naskorka
eceptor
Electrophoretic Light o,
ELS Scattering elektroforetyczne rozpraszanie swiatta
EOC Epithelial Ovarian Cancer nabtonkowy rak jajnika
FBS Fetal Bovine Serum ptodowa surowica bydlgca
FD Factorial Design analiza statystyczna; badanie czynnikowe
American Food and Drug , - s .
FDA Administration Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow
GA Glicolid Acid kwas glikolowy
GC Gas Chromatography chromatografia gazowa
GLA Gamma-Linolenic Acid kwas gamma-linolenowy
GRAS Generally Recognised As Safe ogoblnie uznane za bezpieczne
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RAW 264.7
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High Pressure Homogenization

High-Performance Liquid
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International Nomenclature
of Cosmetic Ingredients

International Union of Pure
and Applied Chemistry

Linoleic Acid

Lamellar Bodies
Loading Capacity
Lipopolysaccharide
Microemulsion Method

Modified Released Dosage
Form

Meadowfoam Seed Oil
Non-Invasive Back Scattering
Near-Infrared

Nanostructured Lipid Carriers
Natural Moisturizing Factor
Nitric Oxide

Oil in Water

Oleic Acid

Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay

Phosphate-Buffered Saline

Pyroglutamic Acid

Photon Correlation
Spectroscopy

Polydispersity Index
Polylactic Acid, Polylactide

Abelson Leukemia Virus
Transformed Cell Line Derived
From BALB/c

Reactive Oxygen Species
Small Angle X-Ray Diffraction

Scientific Commitee on
Consumer Products

unie$Smiertelniona linia komorkowa
keratynocytow czlowieka

homogenizacja wysokoci$nieniowa
wysokosprawna chromatografia cieczowa
miedzynarodowe nazewnictwo sktadnikow

kosmetykow

Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej
i Stosowanej

kwas linolowy

ciatka blaszkowate
pojemno$¢ zatadunkowa
lipopolisacharyd

metoda mikroemulsji

posta¢ leku o zmodyfikowanym
uwalnianiu

olej z nasion Meadowfoam
nieinwazyjne rozproszenie wsteczne
bliska podczerwien

naturalny czynnik nawilzajacy
tlenek azotu(ll)

emulsja typu olej w wodzie

kwas oleinowy

réwnolegly test przepuszczalnosci
sztucznej blony

sol fizjologiczna buforowana
fosforanem(V)

kwas piroglutaminowy
spektroskopia korelacji fotonow
wspotczynnik polidyspersyjnosci
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linia komdrkowa mysich makrofagéw
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dyfrakcja niskokatowa

Europejski Komitet Naukowy
ds. Produktéw Konsumenckich
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1. WSTEP

W centrum zainteresowan osrodkéw naukowo-badawczych na $§wiecie znajduja si¢
obecnie nos$niki sktadnikow kosmetycznych w postaci czastek o wielkosci mierzonej
w nanometrach. Dotychczas w lecznictwie zastosowanie znalazty emulsje submikronowe,
liposomy oraz mikrosfery i nanosfery zbudowane z polimeréw biodegradowalnych.
Najnowsze badania ukazujg szczegoOlne zainteresowanie nanoczgstkami, ktorych bazg sg
lipidy, a obecne czasy okres$la si¢ nawet ,,erg nosnikow lipidowych”. To wiasnie ta szeroko
stosowana grupa substancji moze odegra¢ kluczowa rolg we wspoétczesnej medycynie. Jeszcze
do niedawna niezwykle obiecujacymi nos$nikami substancji aktywnych byty liposomy —
kuliste pecherzyki wielkosci 0,01 — 1,0 um, ktoérych rdzen tworzy mikrokropelka wody
otoczona podwdjng warstwa fosfolipidowa, dzieki czemu mogg one stanowi¢ nos$nik
substancji hydrofilowych i hydrofobowych. Liposomy posiadaja wiele zalet, wérod ktorych
mozna wymieni¢ ochrone przed wpltywem $§rodowiska zewnetrznego lub przed rozktadem
enzymatycznym dla zamknigtej wewnatrz pgcherzyka substancji, jak rowniez dostarczanie
substancji do okreslonego narzadu (tzw. terapia celowana). Jednak niewielka trwatos¢
fizyczna, a tym samym krotki okres przydatnos$ci, jak rowniez wrazliwo$¢ na podwyzszong
temperature czy kosztowna technologia produkcji na skale przemystowa spowodowaty,
ze obecnos¢ liposomow w produktach kosmetycznych jest znikoma. Z uplywem czasu,
alternatywa na wszystkie niedoskonatosci wczesniejszych nosnikéw okazaty si¢ nanoczastki
lipidowe tzw. pierwszej i drugiej generacji.

W ciagu ostatnich 20-u lat najpopularniejszymi nos$nikami sktadnikow aktywnych
w produktach kosmetycznych zostaty stale nanoczastki lipidowe (ang. Solid Lipid
Nanoparticles, SLN) oraz nanostrukturalne nosniki lipidowe (ang. Nanostructured Lipid
Carriers, NLC). W zaleznosci od metody syntezy, ich rozmiar waha si¢ przewaznie od 100 do
500 nm. Nosniki te charakteryzuje szereg korzystnych wlasciwosci uzytkowych, w tym m.in.
budowa oparta na lipidach dobrze tolerowanych przez organizm ludzki, wysoka stabilnosc,
a takze zdolnos¢ do przenoszenia zwigzkow hydro- oraz lipofilowych. Nanoczastki lipidowe
cechuja rowniez wihasciwosci adhezyjne i okluzyjne, dzigki czemu na powierzchni skory
zostaje utworzony film ochronny, ktory ogranicza przeznaskorkowa utrate wody oraz
zapewnia utrzymanie odpowiedniego poziomu nawilzenia.

Nanoczastki lipidowe stosowane w produktach kosmetycznych utatwiaja penetracje
inkorporowanych sktadnikow aktywnych w glab skory, a nastepnie moduluja uwalnianie
w miejscu docelowym. W dodatku odznaczaja si¢ wysoka stabilnoscig oraz sg dobrze
tolerowane przez skorg, a tym samym z powodzeniem mogg znalezé zastosowanie
w przemysle kosmetycznym, m.in. w kosmetyce pielegnacyjnej (wzrost nawilzenia skory),
kosmetyce kolorowej (poprawa jednolitosci koloru preparatéw), perfumach (przedtuzone
uwalnianie substancji zapachowych) czy produktach promieniochronnych (synergistyczny
efekt filtrow UV umieszczonych w nanoczastkach oraz samych SLN i NLC jako filtréw
fizycznych). Prekursorem zastosowania nanoczastek lipidowych jako nosnikow substancji
czynnych w preparatach kosmetycznych byta firma Dr. Rimpler GmbH, ktoéra w 2005 roku
wprowadzita na rynek pierwszy preparat przeciwzmarszczkowy na bazie nanoczastek
lipidowych inkorporowanych koenzymem Q.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Przenikanie substancji aktywnych przez skore

Przenikanie substancji aktywnych przez skore stanowi bardzo wazng kwestig
w badaniach nad efektywnoscig dziatania zwigzkéw stosowanych w kosmetyce i farmacji.
Otrzymanie wiasciwego stopnia penetracji substancji aktywnych, jak rowniez potwierdzenie
ich skutecznos$ci klinicznej jest jednym z kluczowych wyzwan dla wspotczesnego przemystu
kosmetycznego [1]. Efektywno$¢ dziatania kosmetyku uwarunkowana jest bowiem zaréwno
jego oddziatywaniem na lipidy cementu migdzykomodrkowego warstwy rogowej naskorka,
jak i na btony komoérkowe [2].

Gloéwng bariera, ktéra utrudnia przenikanie substancji aktywnej kosmetyku przez skore
jest warstwa rogowa (tac. stratum corneum), zbudowana z ptaskich i zrogowaciatych
komorek [3]. Dlatego tez, aby mozliwy byt efektywny transport substancji biologicznie
czynnych w gltab skory, zaczeto tworzyC i stosowac roznego rodzaju nowatorskie nosniki,
w ktorych zamyka si¢ niewielkie ilo$ci substancji aktywnej. W zaleznosci od budowy
i sktadu, nosniki posiadaja ro6zng zdolno$¢ penetracji i przekazujg substancje czynng
do miejsca docelowego, w ktorym nastepnie dochodzi do jej uwolnienia [4].

Przenikanie przez skore polega na ,,wedrowce” czasteczki substancji przez kolejne
warstwy skory (rys. 1). Proces ten rozpoczyna si¢ od zwigzania czasteczki substancji
W pierwszych warstwach naskorka, a kKonczy si¢ w momencie jej wniknigcia do ustroju.
Wazne jest, aby czasteczki substancji aktywnych nie przedostawaty si¢ do krazenia ogolnego,
dlatego niezwykle istotna jest znajomos¢ ich struktury, wlasciwosci oraz zdolno$ci penetracji.
Na okreslony przebieg absorpcji przezskornej wptywa odpowiednio stan skory, charakter
fizykochemiczny substancji aktywnej i samej formulacji kosmetycznej [3].

NASKOREK
($rednia grubosé: 100 pm)

SKORA WEASCIWA
($rednia grubo$¢: 500 pm — 1 mm)

i TKANKA PODSKORNA

Rysunek 1. Schemat budowy skory cztowieka [5].



2.1.1. Strukturai rola warstwy rogowej naskérka

Najbardziej zewngtrzng warstwe skory stanowi naskorek, skladajacy sie glownie
Z keratynocytéw — zywych komorek, ktore w trakcie procesu keratynizacji przeksztatcajg si¢
w rozne warstwy o odmiennej strukturze (rys. 2). Struktura warstwy rogowej zapewnia jej
rolg bariery ochronnej, bowiem w jej sktad wchodzg korneocyty — martwe komorki o silnie
sptaszczonym ksztalcie, tworzace wielowarstwowy uklad bezjadrzastych komorek,
wypetionych niemal wylacznie keratyng. Dodatkowo posiadajg pewna liczbe enzymow,
ktore uczestnicza w procesach metabolicznych oraz zawierajg mieszaning substancji (mniej
lub bardziej higroskopijnych) umozliwiajacych wigzanie wody [3].

lipidy miedzykomoérkowe
- ,.cement”

komorki rogowe

WARSTWA ROGOWA
(grubos¢ okoto 10 pm)

WARSTWA JASNA C
WARSTWA ZIARNIASTA

WARSTWA KOLCZYSTA
komorki naskorka

warstwa komorek
podstawnych

WARSTWA PODSTAWNA

Rysunek 2. Schemat budowy naskorka (po lewej) i ,,ceglanego muru” warstwy rogowej —
widok z gory (po prawej) [6].

Struktura warstwy rogowej okreslana jest czgsto mianem ,,ceglanego muru”, ktérego
podstawe (,,cegly”) stanowig korneocyty. Z kolei wypelnione pomiedzy nimi przestrzenie
tworzg swoista macierz lipidowa (,,cement”), w sktad ktorej wchodzi mieszanina kwasow
thuszczowych  wielonienasyconych, cholesterol i ceramidy [3,7]. Ponadto, cement
mig¢dzykomorkowy uzupelnia struktura cieklokrystaliczna, zbudowana z laminarnie
utozonych blaszek lipidowych, dzigki czemu ogranicza przeznaskorkowa utrate wody
(ang. Transepidermal Water Loss, TEWL) oraz zapewnia prawidtowe nawilzenie skory [8].

Zawarto$¢ poszczeg6Olnych sktadnikéw cementu migdzykomorkowego zostata
przedstawiona w tabelach 1 i 2. Lipidy warstwy rogowej, wymienione w tabeli 1, tworza
ptaszcz hydrolipidowy skory (zbudowany z wody i lipidow), ktory stanowi bariere
odpowiedzialng za odpowiednie uwodnienie naskorka, ale przede wszystkim utrzymuje
kwasne pH skory [7, 9]. Ponadto, ptaszcz hydrolipidowy pelni role skutecznej zapory dla
docierajacych z zewnatrz bakterii, jak rowniez zmniejsza TEWL [10]. Optymalnie nawilzony
naskorek moze prawidlowo spelnia¢ wszystkie swoje funkcje fizjologiczne, petnigc zarazem
rolg pierwszej bariery ochronnej w organizmie [6].



Tabela 1. Sktad lipidow warstwy rogowej naskorka [11, 12].

SKELADNIK ZAWARTOSC [% WAG.; £0,1]

ceramidy 40,0

_ sterole i ich poc_hodne _ 250
(gtownie cholesterol, wolny i zestryfikowany) '

Wolne kwasy ttuszczowe 18.0
(dtugotancuchowe) '

weglowodory 11,0

inne 6,0

Wsrod wilasciwosci ceramidow, czyli sfingolipidow, ztozonych z nasyconego kwasu
thuszczowego 1 sfingozyny (alkohol aminowy), warto zwroci¢ uwage na ich ulozenie
w warstwach lamelarnych, przypominajace strukture¢ bton komoérkowych. Dzigki temu,
ceramidy moga tatwo wbudowac si¢ w struktury cementu mi¢dzykomorkowego [7].

Ceramidy zawieraja na ogot znaczng ilos¢ kwasow tluszczowych, nasyconych
I nienasyconych. Przyktadowo, ceramid 1 (acylceramid) posiada w swej strukturze kwas
linolowy (ang. Linoleic Acid, LA, C18:2, omega-6), ktory odpowiada za tworzenie
odpowiedniej geometrii lipidowych ciat blaszkowatych N-O-acylceramidu, jak réwniez

wspomaga utrzymywanie cieklokrystalicznej

struktury cementu miedzykomdrkowego.

W przypadku obnizonej zawarto$ci kwasu linolowego, moga wystepowaé zaburzenia

zdolnos$ci ochronnych w warstwie rogowej naskorka [9].

Tabela 2. Sktad naturalnego czynnika nawilzajacego
(ang. Natural Moisturizing Factor, NMF) [3, 11, 12].

SKEADNIK

ZAWARTOSC [% WAG.; +0,1]

wolne aminokwasy

(zwlaszcza seryna i cytrulina) 40,0
kwas pirogluyamir_lowy 120

(ang. Pyroglutamic Acid, PCA) '
mleczany 12,0

jony sodowe i potasowe 9,0

cukry proste, kwasy organiczne i peptydy 85

(cukry m.in. glukoza, fruktoza, mannoza, galaktoza) '

mocznik 7,0

jony chlorkowe 6,0

jony wapniowe i magnezowe 3,0
organiczne zwigzki azotu 1,5
cytryniany i inne sole organiczne 0,5
jony fosforanowe(V) 0,5

Za spoista struktur¢ cementu mi¢dzykomodrkowego odpowiadaja oddzialywania

pomiedzy poszczegdlnymi jego sktadnikami o charakterze:

» polarnym — poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy czgsteczkami wody

I polarnymi fragmentami lipidow,

» niepolarnym — migdzy tancuchami alkilowymi lipidow [11].

W bliskim otoczeniu korneocytéw, niezwykle bogatych w keratyng, znajduje si¢
glownie NMF, ktory zawiera mieszaning substancji higroskopijnych, potrafigcych wigzaé
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wode. W efekcie dochodzi do jej zatrzymywania przez stratum corneum, ktore tym samym
wplywa na regulacje poziomu nawilzenia skory [3].

Na zaburzenia prawidtowego sktadu lipidow i zwigzanych z nimi funkcji bariery
naskorkowej moga wptywaé roézne czynniki. Wérdd czynnikow egzogennych wymienia si¢
przede wszystkim detergenty, promieniowanie UV oraz pozostate czynniki atmosferyczne,
podczas gdy endogenne obejmujg glownie procesy chorobowe skory; stany zapalne oraz
zaburzenia metabolizmu ceramidoéw i wielonienasyconych kwasow tluszczowych [7].

2.1.2. Wplyw lipidéw, w tym kwasow tluszczowych na absorpcje przezskorna

Pomigdzy warstwa ziarnista a rogowa Wytwarzana jest bariera lipidowa, w ktorej
ziarnisto$ci lamelarne tworza agregaty. W rezultacie dochodzi do fuzji bton i uwolnienia ich
zawartos$ci w postaci dyskow 1 blaszek [13], jak przedstawiono na rysunku 3. Ponadto, wérod
podstawowych elementow strukturalnych, tworzacych barier¢ ochronng stratum corneum
wymienia si¢:
= koperte rogowa (ang. Cornified Envelope, CE), ktora stanowi nierozpuszczalna struktura,
zapewniajaca korneocytom wytrzymato$¢ mechaniczna,

» kompleksy keratyn i filagryny w obrebie korneocytow,

» Dblaszki lipidowe (migdzykomorkowe), wypetniajace przestrzen migdzy korneocytami,

» korneodesmosomy, bedace potaczeniami komorkowymi odpowiedzialnymi za S$ciste
przyleganie do siebie korneocytow [14].

W wytworzeniu i utrzymaniu tych elementéw biorg udziat bialtka strukturalne (w tym
glownie keratyna, inwolukryna, lorykryna oraz korneodesmozyna), a takze enzymy
i organelle zwane ciatkami blaszkowatymi (ang. Lamellar Bodies, LB), ktore uczestnicza
W transporcie lipidow w obrgbie keratynocytow [14].

[ i i

= WARSTWA ROGOWA

koperta rogowa

=~ WARSTWA ZIARNISTA

korneocyt
NMF
= korneodesmosomy
B blaszki miedzykomérkowe
- dyski
- keratynocyt warstwy ziarnistej

e ziarnisto$¢ lamelarna

Rysunek 3. Schemat budowy warstwy rogowej i ziarnistej naskorka wraz z procesem
tworzenia lipidow [13, 15].
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Proces odnowy lipidow w ziarnisto§ciach lamelarnych zachodzi wolniej wraz
z uptywem lat. Z kolei przyspieszenie tego procesu jest widoczne w obecnosci lipidow
zawierajacych kwasy tluszczowe, zwlaszcza nalezace do szeregu omega-6 [13].
Aby przyspieszy¢ proces odnowy bariery lipidowej, w przypadku skéry miodej zaleca si¢
stosowanie preparatow zawierajacych pojedynczy lipid (np. cholesterol), natomiast dla skory
starszej warto uzy¢ mieszaniny potrojnych lipidow, tj. kwaséw thuszczowych w polaczeniu
z cholesterolem i ceramidami lub tez preparatdw kosmetycznych bogatych wytacznie
w cholesterol [6, 13]. Stezenia dla poszczegoélnych sktadnikow toju skoérnego (sebum)
czlowieka na powierzchni skory i gruczotow tojowych [16] przedstawiono w tabeli 3. Wolne
kwasy tluszczowe powstaja na powierzchni naskérka w wyniku rozktadu trojglicerydow
przez bakterie. Naskorek wytwarza wigceej lipidow w ciatkach lamelarnych warstwy ziarnistej
skory, zarowno podczas uszkodzenia bariery ochronnej, jak i na skutek wzrostu TEWL.
Stosowanie lipidow zawierajacych kwasy tluszczowe, zwlaszcza te nalezace do rodziny
omega-6, przyspiesza odtwarzanie lipidow w ciatkach lamelarnych, ktore z wiekiem ulegaja
powolnemu rozpadowi [17].

Tabela 3. Wybrane sktadniki lipidowe ludzkiego sebum [13, 17].

X ZAWARTOSC [% WAG.; +0,1]
GRUPA LIPIDOW . — .
na powierzchni skory w gruczolach lojowych
trojglicerydy kwasow tluszczowych 19,5-494 24,0-34,0
Wolne kwasy ttuszczowe 7,9-39,0 -
woski i estry cholesterolu 241-32,1 17,7-215
Skwalen 10,1-13,9 25,6 —31,6

Zawarte w lipidach kwasy tluszczowe, odgrywaja niezwykle wazng rolg
w prawidtowym funkcjonowaniu skory. Jednym z nich jest wspomniany juz kwas linolowy,
zawarty m.in. w ceramidzie 1. Niedobor kwasu linolowego (LA) w skoérze powoduje
zastgpieniec go kwasem oleinowym (ang. Oleic Acid, OA, C18:1, omega-9),
co W konsekwencji wplywa na zaburzenia funkcjonowania ceramidu, jednocze$nie obnizajac
wilasciwosci ochronne warstwy rogowej [7]. Kwas linolowy reguluje metabolizm skory.
W przypadku cery suchej, wzmacnia on nie tylko bariere lipidowa naskorka, ale takze chroni
przed transepidermalng utratg wody. Ponadto, LA stanowi réwniez naturalny sktadnik toju
skérnego, wydzielanego przez gruczoly tojowe. Efekt zablokowanych poréw oraz tworzenie
si¢ zaskornikow, a w rezultacie wypryskow jest wynikiem spadku zawartosci LA w sebum
U osob z cerg tradzikowg [13]. Stosowanie kwasu linolowego do pielegnacji cery tlustej
| problematycznej powoduje poprawe pracy gruczolow tojowych, utatwia odblokowanie
pordéw oraz znaczaco zmniejsza ilos¢ zaskornikéw [7]. W dodatku kwas ten moze zostaé
wbudowany w strukture blony komorkowej badz tez uczestniczy¢é w tworzeniu cementu
migdzykomorkowego.

Z kwasu linolowego moga by¢ syntetyzowane w organizmie czlowieka pozostate kwasy
z rodziny omega-6, w tym m.in. kwas gamma-linolenowy (ang. Gamma-Linolenic Acid,
GLA, y-linolenowy, C18:3). GLA powstaje na szlaku przemian metabolicznych kwasu
linolowego, pod wptywem dzialania enzymu delta-6-desaturazy [18]. Warto zaznaczy¢, ze
poziom delta-6 desaturazy naturalnie obniza si¢ w procesie starzenia organizmu, cO skutkuje
jednoczesnym zmniejszaniem si¢ stezenia GLA. To wtasnie wszelkie niedobory LA lub GLA
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moga spowodowaé wystepowanie licznych problemow skory, a przede wszystkim
nadmiernego jej wysuszenia. Uwaza si¢, ze zaburzenia metabolizmu kwasow tluszczowych
stanowig glowna przyczyne powstawania tuszczycy, a z kolei niedobér enzymu delta-6-
desaturazy i ceramidow objawia si¢ atopowym zapaleniem skory [7, 13].

Nalezacy do szeregu omega-3, kwas alfa-linolenowy (ang. Alfa-Linolenic Acid, ALA,
a-linolenowy, C18:3) razem z GLA s3 fizjologicznymi sktadnikami blony komorkowej lub
mitochondrialnej ludzkich komoérek. Natomiast kwasy tluszczowe omega: -9 (OA), ®-6
(LA) i -3 (ALA) ograniczajg przeznaskorkowsg utrate wody, wptywajac przy tym korzystnie
na stopien nawilzenia skory [13]. Ponadto, stymulujg procesy regeneracyjne uszkodzonej
bariery lipidowej naskorka oraz redukuja stany zapalne, stabilizujgc tym samym metabolizm
skory. Jedna z najistotniejszych funkcji wszystkich wspomnianych kwasow tluszczowych jest
uaktywnianie syntezy lipidow barierowych skory i biatek — prekursorow NMF [13, 19].

2.1.2.1. Podziatl kwasow tluszczowych

Kwasy tluszczowe pelnig w organizmie czlowieka wiele znaczacych funkcji [20]
(m.in. stanowig zrodlo energii, sg substratami w syntezie tluszczow, fosfolipidow czy
eikozanoidéw [21]) oraz stanowia 20% wag. catosci jednej z trzech gtownych klas lipidow
warstwy rogowej naskorka [22]. Wedlug powszechnie obowigzujacej klasyfikacji, kwasy
thuszczowe mozna podzieli¢ w zaleznos$ci od stopnia nasycenia tancucha weglowodorowego
na nasycone oraz na jedno- i wielonienasycone, wsrod ktorych wyrdznia si¢ tzw. szereg
omega-3, omega-6 i omega-9 (rys. 4), bedacy kluczem do okreslania kosmetycznej
przydatnosci trojglicerydow [7, 23].

KWASY
TLUSZCZOWE

Rysunek 4. Podziat kwasow tluszczowych [13].

W 1929 roku po raz pierwszy uzyto nazwy Essential Fatty Acids (EFA, z ang.
niezbedne kwasy tluszczowe) jako zwigzkéw thuszczowych waznych dla prawidlowego
rozwoju i funkcjonowania organizmu cztowieka. W przyrodzie znanych jest ponad
100 naturalnych kwasow tluszczowych, z czego ponad 40 wystepuje powszechnie [20],
a do najpopularniejszych z nich zaliczamy:

= wsrod nasyconych — kwas palmitynowy i stearynowy, obecne praktycznie we wszystkich
tluszczach pochodzenia roslinnego,

= wsrod nienasyconych — kwas linolowy i oleinowy, stanowigce blisko 70% wag. wszystkich
nienasyconych kwasow tluszczowych, wystepujacych w przyrodzie.
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Podstawowe informacje dotyczace kwaséw tluszczowych zostaly zebrane
I przedstawione w tabeli 4. Najwicksze dzialanie kosmetyczne wykazuja kwasy omega-6
I omega-3. W kosmetykach do pielggnacji cery szczegdlne znaczenie ma wysoka zawarto$¢
LA (0-6) i ALA (®-3), bowiem to wiasnie one sg najmniej komedogenne i ograniczajg
powstawanie zaskornikow, a dodatkowo regenerujg uszkodzong bariere lipidowg naskorka
| ograniczajg utrat¢ wody. Nienasycone kwasy tluszczowe majg duze znaczenie we
wspomaganiu leczenia wielu dermatoz, w tym atopowego zapalenia skory czy tuszczycy [13].

Tabela 4. Kwasy tluszczowe — podstawowe informacje [13, 24].

NIENASYCONE
NASYCONE
(JEDNO- | WIELO-)
KWASY TLUSZCZOWE
KWASY TLUSZCZOWE
C.H,.O CHHZH—ZO
Wzbr ogblny dzie n tnli Z"b rvst (dla kwasow jednonienasyconych)
g Jestliczba parzysta gdzie n jest liczba parzysta
wszystkie atomy wegla w lancuchu obecnosé wigzah podwojnych
weglowodorowym sa nasycone atomami wodoru
Charakterystyka monoenowe - jedno wigzanie
brak wigzan podwojnych podwdjne; polienowe
azanp Jny (wielonienasycone) - dwa lub wigcej
wigzan podwojnych
ponizej .. .
10 atoméw wegla | POV 10 atomowwesla
lotne z para
sitmsemesel wodnj ciecze, biate ciala stale, nielotne przewaznie bezbarwne ciecze
fizykochemiczne | o nieprzyjemnym ’ ’
bezzapachowe,
zapachu, . .
nierozpuszczalne w wodzie
rozpuszczalne
w wodzie
. L . . nazwy zwyczajowe, nawigzujace
nazwy zwyczajowe, nawiazujace przewaznie . °.
\ ) przewaznie do nazwy surowca,
do nazwy surowca, z ktorego wyizolowano dany R .
z ktérego wyizolowano dany kwas
kwas ttuszczowy, np. kwas mastowy !
thuszczowy, np. kwas linolowy
nazwa systematyczna, tworzona
od nazwy wyjsciowego
weglowodoru (o takiej samej liczbie
atomow wegla, co dany kwas
thuszczowy), poprzez dodanie
okreslenia kwas i koncoéwki —enowy;
z zaznaczeniem lokalizacji
oraz konfiguracji wigzania
podwojnego
Nomenklatura nazwa systematyczna, tworzona od nazwy prZGdStanenée R(.ﬁozima wigzan
wyjsciowego weglowodoru (0 takiej samej liczbie +------------- pocwonyeh . SR
atomow wegla, co dany kwas ttuszczowy), nOtacJa_
poprzez dodanie okre$lenia kwas O_rlega-l_
i koncowki —anowy notacja delta - (@-ilu r?,',')’
klm (Ak"’m'") gdzie ,,i
I ‘ oznacza
gdzie k,I,m... L
. potozenie
oznaczaja .
LT . ostatniego
polozenie wigzania . :
. wigzania
podwojnego, odwéineeo
liczac od grupy p i Lo,
karboksylowej ezac
od konca
fancucha
weglowego,
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na ktorym
znajduje si¢
grupa
metylowa

W celu uproszczenia, liczbe atomoéw wegla oraz liczbe ewentualnych wigzan podwojnych
w kwasie tluszczowym przedstawia si¢ za pomoca umownych skrotow, np.: skrot 18:0 —
kwas zawierajacy 18 atomow wegla w tancuchu, brak wigzan podwojnych, skrot 18:3 —

kwas zawierajacy 18 atomoéw wegla w tancuchu, 3 wigzania podwojne

2.1.3. Charakter fizykochemiczny substancji aktywnej

Wielkos¢, ksztalt oraz charakter chemiczny czasteczki sa jednymi z najwazniejszych
czynnikow, od ktorych zalezny jest skuteczny transport przez skorg [25]. Mniejsza masa
czasteczkowa, tj. w granicach 500 —1 000 Da znaczaco ulatwia przenikanie [3]. Z Kolei
biorgc pod uwage ksztalt nalezy pamigtaé, ze dtuga liniowa struktura (mniej lub bardziej
rozgaleziona) ogranicza przenikanie przeznaskorkowe czasteczki. W dodatku charakter
lipofilowy substancji ulatwia nie tylko jej wniknigcie, ale 1 pozostanie w strukturach cementu
miedzykomorkowego [11]. Jednak substancje lipofilowe trudno uwalniajg si¢ z bazy
0 charakterze lipidowym, podczas gdy substancje hydrofilowe pozostaja w podlozach
wodnych i odznaczaja si¢ najwicksza zdolnoscig przenikania w czasie maksymalnego
uwodnienia skoéry [3]. Najtatwiejsze przenikanie mozliwe jest zatem dla czasteczek
amfifilowych, a poniewaz srodki powierzchniowo czynne wplywajg na strukture cementu
migdzykomorkowego, beda miaty jednoczesny wpltyw na przenikanie przez komorki stratum
corneum [25].

2.14. Forma fizykochemiczna podloza

Podtoza posiadajg na ogdt niewielka zdolno$¢ przenikania, ale w zaleznosci od
zawartych w nim skltadnikéw oraz od formy fizykochemicznej mogg utatwia¢ badz utrudniac
przenikanie substancji aktywnych. Tym samym okreslenie szybkos$ci transportu czasteczki
pozostaje cechg indywidualng [3].
Wsrod  sktadnikow dziatajacych powierzchniowo 1 tworzacych okluzje, mozna
wymieni¢: weglowodory (np. olej parafinowy, wazelina stala) parafiny, silikony, woski
czy alkohole ttuszczowe (alkohol stearylowy, alkohol cetylowy). Inny rodzaj podtoza moga
stanowic¢ zele, tworzace na skorze film po uprzednim odparowaniu z niej wody oraz polimery
kationowe — umozliwiajace wigzanie keratyny, ktora tworzy tym samym dodatkowa bariere
na powierzchni naskorka [3]. Aby usprawni¢ przenikanie do gl¢bszych warstw skory, mozna
zastosowac substancje pomocnicze, takie jak np.:
= oleje roslinne — linolowe, posiadajace reszty nienasyconych kwasow thuszczowych
0 dwoch podwdjnych wigzaniach (m.in. olej stonecznikowy, z pestek winogron czy
z makadamii); linolenowe, zawierajace reszty nienasyconych kwasoéw tluszczowych
0 trzech podwodjnych wigzaniach (m.in. olej z ogoérecznika lekarskiego, wiesiotka czy
z pestek czarnej porzeczki),

= $rodki powierzchniowo czynne (SPC) — pelnigce role emulgatoréw i ulatwiajacych
przenikanie czasteczek aktywnych; z uwagi na swoj amfifilowy charakter potrafig takze
samodzielnie przenika¢ do warstwy rogowej [25].
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Odpowiednio dobrana forma podloza wpltywa na skuteczng penetracj¢ substancji
aktywnych. Dlatego tez, warto pamigta¢ o zachowaniu zgodnos$ci pomigdzy cechami
fizykochemicznymi transportowanej czasteczki a rodzajem emulsji.

Na rysunku 5 przedstawiono rézne uktady form fizykochemicznych, za pomoca ktorych
mozna nanosi¢ substancj¢ aktywng na skore.

MIKROEMULSJE

typu: O/W lub W/O

wielkos$¢ czastek zdyspergowanych: 10 - 100 nm
termodynamicznie stabilne o niskiej lepkosci
napigcie migdzyfazowe: okoto 0 mN/m

wyglad: transparentny

wykazujg izotropi¢ optyczna

utatwiaja wnikanie substancji czynnej

zawierajg wysokie stezenie SPC (15-30% wag.)

MAKROEMULSJE

tzw. emulsje klasyczne

wielko$¢ czastek zdyspergowanych: powyzej
500 nm

termodynamicznie niestabilne

napigcie miedzyfazowe: okoto 50 mN/m
wyglad: mleczny

nie wykazuja izotropii optycznej

NANOEMULSJE

tzw. miniemulsje albo submikroemulsje
wielkos$¢ czastek zdyspergowanych: 20 - 500 nm
termodynamicznie niestabilne

stabilno$¢ kinetyczna

wyglad: transparentny

wykazuja izotropi¢ optyczna

PODLOZA BEZWODNE

sg lipofilowe i okluzyjne

potrafia zatrzymywac substancje lipofilowe
(dyfundujace z podtoza)

dziataja na zasadzie opatrunku okluzyjnego
zwigkszaja stopien uwodnienia skory, ulatwiajac
przenikanie czasteczek hydrofilowych

NANOCZASTKI LIPIDOWE

mogg transportowa¢ zaréwno  sktadniki
hydrofilowe (stale nanoczastki lipidowe), jak
i lipofilowe (state nanoczastki lipidowe oraz
znaczaco ulatwiajg przenikanie na skutek
wnikania migdzy korneocyty (podobnie jak
liposomy) poprzez struktury cementu

ZELE HYDROFILOWE

tworza na powierzchni skory film okluzyjny
zazwycza] nie ulatwiaja przenikania przez
bariere skorna

moga zawiera¢ etanol, ktory utatwia przenikanie

Rysunek 5. Przyktady form fizykochemicznych podtoza, wptywajace na absorpcje¢
przezskornag [3, 11].

2.1.5. Drogi transportu przezskérnego

W latach 80-tych XX wieku, po raz pierwszy przedstawiono warstwe rogowa jako
membrane o charakterze lipofilowym, wykluczajac jednoczesnie mozliwos¢ dyfuzji
zwiazkow zdysocjowanych przez te warstwe. Jednak niedlugo po tym, powstal pierwszy
model kinetyczny skory, ktory thumaczyt obecno$¢ dwoch mozliwych drog transportu: ,,drogi
lipofilowej” — poprzez cement miedzykomorkowy oraz ,.drogi hydrofilowej” — poprzez
mikropory [11, 26].
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Obecnie uwaza si¢, ze absorpcja przez skore odbywa si¢ na zasadzie dyfuzji biernej
(rys. 6). Proces ten polega na zasadzie wyrownywania stezen i nic wymaga nakltadu energii

[2].

podloze zywe warstwy Sciany
(o roznej naskorka naczyn
lipofilowosci) (hydrofilowe) wlosowatych
warstwa rogowa skora krwioobieg
(stratum corneum wlasciwa
— lipofilowe) (hydrofilowa)

Rysunek 6. Schematyczna droga dyfuzji substancji aktywnej przez skore [2].

Po przeniknigciu przez skérng bariere lipidowa, czasteczki moga dyfundowaé (zgodnie
z gradientem stgzen, co uzaleznione jest jedynie od sit fizycznych: dyfuzji, osmozy 1 ich
energii kinetycznej) przez uwodnione warstwy naskorka az do skory wiasciwej, w ktorej
zostaja czgsciowo wchianiane przez sie¢ naczyn wlosowatych [25]. W rezultacie, substancja
moze przenikna¢ do krazenia ogdlnego, a nastepnie wywola¢ dziatanie ogdlnoustrojowe.
Warto zaznaczy¢, ze w kolejnych etapach dyfuzja moze zachodzi¢ réwniez w tkance
podskornej oraz w tkankach potozonych jeszcze glgbiej [3].

Dyfuzja substancji aktywnych przez skore moze zachodzi¢ na dwa sposoby: droga
wewnatrzkomorkowa (intercelularng) lub miedzykomorkows (transcelularng) [2], co zostato
schematycznie przedstawione na rysunku 7.

droga miedzykomoérkowa droga wewnatrzkomorkowa

macierz lipidowa korneocyty

Rysunek 7. Drogi transportu przez skorg [11].

Przenikanie = wewnatrzkomorkowe, zwane niekiedy réwniez  przenikaniem
przezkomorkowym, jest bezposrednig a zarazem najczestszg drogg transportu dla czasteczek
o niewielkich rozmiarach. Droga ta przebiega przez korneosomy (przeksztatcone
desmosomy), tworzace migdzy komoérkami mostki. Z kolei przenikanie miedzykomorkowe
zachodzi kretg drogg lipidowego cementu migdzykomorkowego, ktdra najczesciej ,,podazaja”
wszystkie czasteczki amfifilowe lub lipofilowe [11]. Badania naukowe potwierdzity,
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ze czasteczki polarne nie moga przenikaé przez skore poprzez droge migdzykomodrkowa,

podczas gdy czasteczki niepolarne, ktorych masa czasteczkowa jest mniejsza niz < 500 Da

ilog P =1-4j.u., moga z tatwoscig dyfundowac przez skore [27, 28].

Wsrod drog transportu przez przydatki skérne mozna wyrdznié trzy drogi przenikania [3],

przez:

* mieszki wlosowe (tzw. przezmieszkowe) — umozliwiajgce docieranie czasteczek substancji
aktywnej do warstwy siateczkowej skory,

= gruczoly tojowe — utrudniajagce przenikanie z powodu zaréwno wlasciwosci
do wychwytywania substancji lipofilowych, jak i z uwagi na 16j skorny, ktory wyptywa
z gruczotu w kierunku przeciwnym do substancji egzogennych,

= gruczoty potowe — a dokladniej przez kanat potowy gruczotow ekrynowych (przenikanie
rzadko spotykane).

2.1.5.1. Kinetyka transportu

Analiza kinetyki transportu czasteczki przenikajacej przez skore wskazuje na osigganie
wartosSci stalej przez przepltyw po tzw. okresie utajenia. Czas ten jest zmienny dla r6znych
substancji i jest $cisle skorelowany ze wspotczynnikiem dyfuzji. Z kolei dyfuzja substancji
aktywnej jest proporcjonalna do jej roznicy stezen, ktore wystepujg po obu stronach btony
potprzepuszczalnej [3]. Tym samym, proces transportu przez skore mozna okresli¢ za pomocg
| prawa dyfuzji Ficka [3, 11] (rownanie 1):

J =20 = ey — o) (1)
gdzie:
J— przeptyw sktadnika aktywnego przez skore [ng lub cm?/h],
K— wspotczynnik podziatu stratum corneum/podtoze,
(cv— cr ) — rdznica stgzen po obu stronach btony pdiprzepuszczalnej (sktadnika aktywnego
pomigdzy nosnikiem i stratum corneum),
k, — wspotczynnik przenikania sktadnika aktywnego [cm/h],
D— wspétezynnik dyfuzji [cm?/s],

D= oT, (2

h— grubos$¢ warstwy rogowej (wyrazany w um),
T} — czas utajenia (okres opoznienia).

Na podstawie rownania 1 mozna wywnioskowaé, ze na szybkos¢ dyfuzji wplywa
stezenie aplikowanej na skore substancji aktywnej (im wyzsze stezenie, tym dyfuzja zachodzi
szybciej). Dzieje si¢ tak na skutek przeptywu substancji z no$nika do skory ( /), bedacym
wprost proporcjonalnym do gradientu stezen (cv - cg). Ponadto, wspotczynnik przenikania
(kp), obrazujacy tempo dyfuzji, nie zalezy od stezenia, a m.in. od grubosci membrany (/4 ),
tj. szybsze przenikanie zachodzi przez mniejszg grubos$¢ i odwrotnie. Natomiast wysoka
warto$¢ wspotczynnika podziatu (K), moze wskazywac na dobre powinowactwo do stratum
corneum. Ruchliwo$¢ przenikajacej substancji przez rdzne warstwy skory, okreslona mianem
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wspoétczynnika dyfuzji (D), jest odwrotnie proporcjonalna do masy czgsteczkowej
dyfundujacej substancji [11]. Zatem czasteczki o duzym rozmiarze i wysokiej masie begdg
przenikaly znacznie wolniej. Wedlug doniesien naukowych szacuje si¢, ze Srednia wartos¢
przenikania moze by¢ zblizona do 10° cm?/s w stratum corneum oraz 10° cm?s w skorze
wiasciwej [3]. Oznacza to, ze warstwa rogowa jest 1 000 razy trudniejsza do przeniknigcia
W poroéwnaniu z warstwami gtebszymi. Podsumowujac, szybko$¢ przenikania przez skore jest
wypadkowsa kilku réwnoczesnych proceséw wymienionych na rysunku 8.

zmiany aktywnosci

termodynamicznej zmiany
czasteczki na w uwodnieniu
| powierzchni skéry skory

uwolnienie \ / . .
czasteczki , dyfuzja czasteczki
z podloza w stratum corneum

SZYBKOSC )

ABSORPCJI

dyfuzja czasteczki PRZEZ SKORE dyfuzja czasteczki

aktywnej w podtozu VN o w innych warstwach
. / skory

Rysunek 8. Szybkos¢ przenikania przez skore w zaleznosci od réznych proceséw [3].

2.1.6. Metody oceny szybkosci przenikania substancji aktywnej przez skore

Umiejetno$¢ oceny szybkosci przenikania substancji aktywnej przez skore ma istotne
znaczenie w przypadku jej stosowania miejscowego. W przypadku terapii stuzy bowiem
do okreslenia miejsca dziatania (np. naskorek, skora wilasciwa) oraz procenta wagowego
dyfundujacej substancji w stosunku do podanej ilosci. Z kolei w kosmetologii najistotniejsze
jest poznanie ilo$ci danej substancji, ktora dociera do poszczegdlnych warstw skory, aby
uniknaé¢ jej ewentualnego przedostania si¢ do krgzenia ogolnego [3]. W celu oznaczania
przenikalno$ci przez skorg¢ powstaty liczne modele matematyczne oraz roézne metody
empiryczne, stuzace do przewidywania ilo$ci zaabsorbowanej substancji aktywnej [29, 30].

Systemy komoér dyfuzyjnych sa obecnie najpopularniejszymi urzgdzeniami
stosowanymi do okres$lania szybkosci przenikania substancji aktywnych przez skore. Wsrod
najczesciej stosowanych wymienia sig:

a. dyfuzyjna komore statyczna, znang jako komora Franza,

b. dyfuzyjng komorg przeptywowa, tzw. komore Bronaugha.

Zasada dzialania obu systemow polega na okreslaniu stopnia dyfuzji skladnika
aktywnego przez blon¢ polprzepuszczalng, tzw. membrane, ktorg stanowi¢ moze: skora
ludzka (np. pobrana $rdédoperacyjnie), skora zwierzeca (np. skora z ucha $winskiego) lub
skora sztuczna [31]. W przypadku obu systemow dyfuzyjnych, probki pobierane sg
w okreslonych odstgpach czasu z komory akceptorowej, wypelnionej buforem fizjologicznym
0 pH = 7,4. Istnieja dwie mozliwosci dozowania substancji aktywnej [2]:
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= sposobem ograniczonym: < 10 ml/cm? lub 10 mg/cm®,
= sposobem nieograniczonym: > 10 pl/em® lub 10 mg/cm®, w ktérym aplikowana jest
maksymalna dawka substancji, co zapewnia powtarzalno$¢ otrzymanych wynikow [31].

2.1.6.1. Komora Franza i test PAMPA

Pojedyncza komora Franza zlozona jest z cze$ci: donorowej i akceptorowej
oddzielonych membrang (rys. 9) [32]. W komorze donorowej znajduje si¢ badana substancja,
natomiast w komorze akceptorowej miesci si¢ roztwor mieszany z duzg intensywnoscig za
pomoca mieszadetka magnetycznego. Kinetyke przenikania badanych substancji aktywnych
okresla si¢ za pomocg analizy ich zawarto$ci w roztworze pobieranym poprzez boczne rami¢
komory za pomocg strzykawki. Nastepnie pobrang ilo$¢ ptynu akceptorowego uzupehnia sig
$wiezg porcja buforu [31, 33].

Komor¢ Franza umieszcza si¢ W tzw. bemarze wodnym (z franc. bain marie)
w temperaturze 37 °C, dzigki czemu mozliwe jest utrzymanie temperatury ok. 32 °C na
poziomie skory [3]. Ponadto, skora lub modelowa membrana w systemie komor statycznych,
nie jest chroniona przed dziataniem czynnikow zewngtrznych, stanowigc tym samym rodzaj
tzw. powierzchni otwartej, umozliwiajacej bezposrednie nanoszenie cienkich warstw
preparatow kosmetycznych lub farmaceutycznych [33]. Tym samym, umozliwia to tworzenie
warstw okluzyjnych na powierzchni membrany, podobnych do tych, ktore powstaja
na skorze.

badana substancja

komora donorowa
€ plaskie ztacze szlifowane

membrana  sep

pobdr probek
wilot i wylot \ ‘
w plaszczu grzejnym O
\ s/\f/
Q < komora akceptorowa

plaszcz grzejny =P 4= mieszadetko magnetyczne

=

Rysunek 9. Schematycznie przedstawiona pojedyncza komora dyfuzyjna Franza [34].

Stosowanie komor dyfuzyjnych Franza zapewnia szybka i precyzyjna analize szybko$ci
przenikania substancji aktywnej. Ewentualnym problemem moze okaza¢ si¢ staba
rozpuszczalno$¢ niektorych substancji aktywnych w srodowisku wodnym. W takiej sytuacii,
zaleca si¢ zastosowanie zwigzkow organicznych (np. niejonowe $rodki powierzchniowo
czynne, biatka, cyklodekstryny), ktore przyczynig si¢ do wzrostu rozpuszczalno$ci, ale

19



jednoczesnie moga niekorzystnie wptynag¢ na wilasciwosci membrany — zwlaszcza te
dotyczace jej przepuszczalnosci [2].

W podzniejszych latach, na podstawie komor dyfuzyjnych Franza zostal opracowany
rowniez test PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay — dost.
rownolegly test przepuszczalnosci sztucznej blony) [35], skladajacy si¢ z dwoch
podstawowych elementoéw (rys. 10), ktore po polaczeniu umieszcza si¢ na wytrzgsarce, a po
uptywie okre§lonego czasu mozna analizowac znajdujace si¢ w nich roztwory [36]. S to:

= plyta podstawowa — zawierajaca 72 zaglebienia napetniane roztworem nadawczym,

» plytka zamykajaca — dopasowana do plyty podstawowej oraz takze wyposazona
W 72 zaglebienia, na ktorych dnie umieszczona jest membrana lipidowa, o strukturze
podobnej do cementu miedzykomorkowego (zawiera ceramidy, wolne kwasy tluszczowe,
sterole) [37].

J
X
roztwor donorowy roztwor akceptorowy

membrana lipidowa

Rysunek 10. Schemat urzadzenia do oceny transportu przezskornego metodag PAMPA [38].

Dotychczas technika PAMPA znalazta pomyS$lne zastosowanie w modelowaniu
przenikania substancji aktywnych w uktadzie pokarmowym oraz w barierze krew — mozg
(ang. Blood-Brain Barrier, BBB) [36], jak rowniez w badaniu absorpcji przezskornej [33].
Warto zaznaczy¢, ze otrzymane ta metodg wyniki pozostawaly w catkowitej zgodnosci
z wynikami uzyskiwanymi przy wykorzystaniu komoér dyfuzyjnych Franza. Test PAMPA
zalecany jest glownie do badan wstepnych (przesiewowych). Do najwigkszych zalet tej
metody zaliczana jest prostota wykonywania oraz powtarzalno$¢ pomiarow, natomiast moga
pojawi¢ si¢ trudno$ci W uzyskaniu wystarczajacej ilosci danych, niezbednych do okreslenia
pelnej kinetyki przenikania [33].

2.1.6.2. Komora Bronaugha

Zasada dziatania dyfuzyjnej komory przeptywowej Bronaugha polega na nieustannym
przeptywie buforu przez komore akceptorowa [39]. Technika ta umozliwia badanie duzej
ilosci zwigzkéw, po uprzednim ustaleniu optymalnej szybkosci przeptywu [31]. Budowa
pojedynczej komory Bronaugha zostata przedstawiona na rysunku 11.
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E.g . komora donorowa

LD I membrana

=

- komora akceptorowa
S

[T 'EE‘ 1

l roztwor do analizy

Rysunek 11. Schematyczna budowa dyfuzyjnej komory przeptywowej Bronaugha [2].

Przedstawiony typ komor dyfuzyjnych stosuje si¢ najczesciej w przypadku wysokiej
absorpcji substancji aktywnej, dla ktorej rozpuszczalno$¢ w fazie akceptorowej jest niska
[40]. W celu prawidlowego przeprowadzenia analizy absorpcji, nalezy wczesniej okresli¢
minimalng szybko$¢ przeptywu fazy [41]. Dzigki temu, zostanie zapewniona odpowiednia
intensywno$¢ mieszania, jak rowniez nieustanny przeptyw zwigzku przez komorg [2].

Dotychczas zbadano, Zze na ogdt absorpcja nie zalezy od zwigkszonej szybkosci
przeptywu [41]. Wyjatek moga stanowi¢ zwiagzki slabo rozpuszczalne. Niemniej jednak,
z powodu ciagtej wymiany fizjologicznego roztworu akceptorowego, przydatnos¢ skory do
uzycia jest w tym przypadku znacznie dluzsza [40,42]. Warto roéwniez zaznaczyc,
ze nieustanny przeptyw plynu, zawierajacego donor, moze spowodowac¢ usunigcie ze skory
substancji hydrofobowych przez faze akceptorowg. W konsekwencji przepuszczalnosé skory
zostanie zwigkszona na skutek zmiany jej wiasciwosci [2].

2.2. Nowoczesne nosniki substancji aktywnych

Nanoczastki lipidowe sg obecnie jednymi z najnowszych i najbardziej skutecznych
nosnikéw substancji aktywnych na rynku kosmetyczno-farmaceutycznym [43-45]. Ich
glownym zadaniem jest zwigkszenie biodostepnosci inkorporowanego leku [46, 47]. Wsrod
nanoczastek lipidowych rozréznia si¢ tzw. I generacje, ktorg stanowig stale nanoczastki
lipidowe (ang. Solid Lipid Nanoparticles, SLN), zbudowane wylacznie z thuszczow statych
(ang. Nanostructured Lipid Carriers, NLC), w ktorych budowie obecne sg nie tylko tluszcze
state, ale i thuszcze ciekle (oleje). Obie generacje nanoczastek lipidowych ztozone sg z dwoch
niemieszalnych faz: lipidowej i wodnej, dlatego tez do ich syntezy konieczne jest
zastosowanie substancji powierzchniowo czynnych [50, 51]. Kolejng réznicg w budowie obu
nanostruktur jest takze odmienne rozmieszczenie substancji aktywnej w przestrzeni matrycy
lipidowej [52, 53] (tab. 5).
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Tabela 5. Rodzaje nanoczgstek lipidowych [54].
. STALE NANOCZASTKI NANOSTRUKTURALNE
Rodzaje nanoczastek .
LIPIDOWE NOSNIKI LIPIDOWE

NEVAVEY e . . . .
W jezyku angielskim solid lipid nanoparticles nanostructured lipid carriers

thuszcze state tluszcze statei ciekte (oleje)
h )

dl | | W substancja
| | aktywna

[ 1 | h -
| | | rozmieszczenie

Schemat budowy _L&fl;r% substancji aktywnej
I~ W przestrzeni

| | | /' matrycylipidowej

mieszanina stalych lipidow mieszanina stalychi cieklych lipidéw

Wsrdéd wiasciwosei, jakie wykazujg nanoczastki lipidowe warto wymieni¢ m.in.
zdolnos$ci adhezyjne prowadzace do wytworzenia na skorze filmu hydrofobowego [55], ktory
ogranicza przeznaskorkowa utrate wody [56], a takze zdolnosci do modyfikowanego
uwalniania [57]. Ponadto, nanoczgstki lipidowe sa stosunkowo tatwe do otrzymania
I wprowadzenia na rynek, z uwagi na duza dostgpno$¢ lipidow [58]. Jednak do najwigkszych
zalet tych innowacyjnych no$nikow zaliczana jest ich nietoksyczno$é, ktora jest efektem
biodegradowalnej struktury lipidowej [56]. Obecnie zarowno w przemysle kosmetycznym jak
i farmaceutycznym, nanoczastki lipidowe stosowane sa gtownie jako nosniki [59]: filtrow
przeciwstonecznych [60-62], substancji aktywnych w kosmetykach [48], substancji
zapachowych [63, 64] czy substancji aktywnych w farmaceutykach [65].

2.2.1. Charakterystyka stalych nanoczgstek lipidowych (SLN)

.....

statej w temperaturze pokojowej 1 W temperaturze ciata. Pierwsze prace nad otrzymywaniem
SLN zaczely si¢ ukazywa¢ w latach 90-tych XX wieku [66, 67], w odpowiedzi na inne
powszechnie stosowane wowczas no$niki substancji leczniczych, do ktérych nalezaty gtéwnie
liposomy, ale takze emulsje typu o/w, mikroemulsje czy nanoczgstki polimerowe [68]. Niska
stabilno$¢ wymienionych uktadéw, znaczaco utrudniata sformutowanie ostatecznej postaci
leku. Dzigki dynamicznemu rozwojowi nanotechnologii, w 1991 r. pojawily si¢ pierwsze
nanoczastki, oparte na budowie statych lipidow, z czasem udoskonalone poprzez dodanie do
ich struktury takze lipidéw ciektych. Tym samym, powstala tzw. ,,pierwsza generacja” statych
nanoczastek lipidowych oraz udoskonalona tzw. ,,druga generacja” nanostrukturalnych
no$nikéw lipidowych.

Dzigki niewielkim rozmiarom i wlasciwosciom aplikacyjnym [69], nanoczastki
lipidowe staty si¢ czgstym obiektem badan nad modyfikowanym uwalnianiem lekow [70].
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Ponadto, oprocz wielu potencjalnych zastosowan w farmacji i medycynie, zwlaszcza jako
no$niki lekéw, SLN wzbudzily szczegbdlne zainteresowanie przemystu kosmetycznego [59],
gdzie z uwagi na mozliwos$¢ przytaczania substancji aktywnych do lipidowych matryc oraz
tatwos¢ wprowadzenia na rynek [48], moga one peli¢ role nosnikow filtrow
przeciwstonecznych, sktadnikow aktywnych w kremach czy zwigzkow zapachowych
w perfumach.

State nanoczastki lipidowe sg sferycznymi czgstkami o wielkosci w przedziale
od minimum 40 do maksimum 1 000 nm, zbudowanymi z lipidéw, ktore pozostajg w formie
stalej zarowno w temperaturze pokojowej, jak 1 w temperaturze ciata oraz sg rozproszone
w fazie wodnej, zawierajacej emulgatory. Sklad pojedynczej struktury SLN stanowi
inkorporowana substancja aktywna wraz z lipidem statym, a takze emulgator i woda (rys. 12).
Do syntezy zawiesiny nanoczastek lipidowych wykorzystywane sg nastgpujace grupy lipidow
[71]:
= triacyloglicerydy (tristearynian glicerolu, tripalmitynian glicerolu),
= czeSciowe glicerydy (monostearynian glicerolu, dibehenianglicerolu),

» kwasy tluszczowe (stearynowy, palmitynowy),
= steroidy (cholesterol),
= woski (palmitynian cetylu).

Zawarto$¢ lipidow w zawiesinie waha si¢ miedzy 0,1 a 30,0% wag., jednakze wzrost
stezenia lipidow powyzej 5,0 —10,0% wag. powoduje wzrost wielko$ci samych czastek.
Do matrycy lipidowej mozliwe jest przylaczenie substancji aktywnych poprzez rozpuszczenie
lub zawieszenie [46]. Jedng z zalet SLN jest pozyskiwanie matrycy lipidowej z lipidow
fizjologicznych, co wplywa na zmniejszenie ryzyka wystgpienia reakcji niepozadanych.

W*"‘_ =

Rysunek 12. Schemat budowy SLN. Opracowanie na podstawie [68].

Dobér emulgatora ogranicza sposdb przysztego wykorzystania SLN 1 jest on duzo
bardziej znaczacy w przypadku podania pozajelitowego [66]. Zawartos¢ emulgatorow
stosowanych do syntezy SLN powinna wynosi¢ 0,5 —5,0% wag., przy czym mozliwe jest
takze uzycie kilku emulgatoréw jednoczesnie w celu ograniczenia wystapienia zjawiska
agregacji czastek [46]. Sposrod najczesciej wykorzystywanych do syntezy SLN emulgatorow
[72] w produktach przeznaczonych do pielegnacji skory najczesciej wymienia si¢ m.in.:

» Poloxamer 188 (liniowy trdjblokowy polimer polioksyetyleno-polioksypropyleno-
polioksyetylen) — znany tez pod nazwami handlowymi jako Synperonic® PE/P68,
Pluronic® F68 lub Lutrol® F68, Kolliphor® P188,

= Polisorbat (estry kwasoéw tluszczowych i polioksyetylenosorbitolu) — pochodna sorbitolu
zestryfikowana kwasami tluszczowymi o nazwach firmowych Alkest®, Canarcel® oraz
Tween®,

= Tego®™ Care 450 (distearynian poliglicerylo-3-metyloglukozy),

= Miranol® Ultra C32 (kokoamfooctan sodu),

= Tyloxapol (niejonowy polimer alkoholu alkiloarylowego i alkoholu polieterowego),
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= lecytyna,
= estry kwasow tluszczowych,
= pochodne sacharozy.

Wszystkie lipidy i1 surfaktanty, ktore znalazty si¢ na liscie GRAS (ang. Generally
Recognised As Safe — uwazane za bezpieczne), zostaly uznane za substancje biokompatybilne
i biodegradowalne, z uwagi na przynaleznos¢ do lipidow fizjologicznych, naturalnie
wystepujacych w organizmie [73, 74]. Tym samym, utworzona w wyniku syntezy SLN
biodegradowalna matryca lipidowa ulega enzymatycznemu rozktadowi do sktadnikow
naturalnie wystepujacych w ludzkim organizmie [74]. Dzigki temu SLN mogg by¢
z powodzeniem stosowane nie tylko na skore [66], ale takze w wielu innych miejscach
docelowych poprzez systemy dostarczania lekow (ang. Drug Delivery System, DDS). State
nanoczastki lipidowe moga pehi¢ role no$nikéw dla wielu substancji aktywnych i lekow,
ktore zostaja rozpuszczone badz zawieszone w czagstce [75]. Wysoce uporzadkowana
struktura krystaliczna SLN moze by¢ przeszkoda w inkorporacji duzych ilosci leku.
Utrzymujacy si¢ poczatkowo wysoki stopien enkapsulacji moze z czasem ulec zmniejszeniu
na skutek wypychania substancji czynnej z czastki. Proces ten znaczgco przyspiesza zarowno
zmiana temperatury, jak 1 proces odparowywania wody z zawiesiny. Przeksztalceniu ulegaja
budujgce matryce lipidy. Utworzona zostaje bardziej stabilna forma o nizszej energii [76].
W zaleznosci od struktury chemicznej wprowadzonego sktadnika aktywnego, jak réwniez
metody syntezy, wyrdznia si¢ trzy typy SLN (rys. 13) [56].

substancja aktywna
W powloce czastki

substancja aktywna
substancja aktywna W rdzeniu czastki
w matrycy lipidowej

SLN typ | SLN typ 11 SLN typ I

Rysunek 13. Rozmieszczenie substancji aktywnej w nanoczastce lipidowe;j,
w zaleznosci od typu SLN [37].

Inkorporowane substancje moga by¢ wlaczone pomiedzy tancuchy kwasow
tluszczowych, badz pomiedzy warstwy lipidowe, a ich ostateczna lokalizacja ma wptyw na
ich dalsze uwalnianie [49]. Typ I mozna otrzyma¢ metoda homogenizacji na zimno. Tak
powstaty SLN odznacza si¢ rownomiernym rozktadem sktadnika aktywnego w catej objgtosci
matrycy lipidowej. Z kolei typ II charakteryzuje si¢ obecno$cig substancji aktywnej na
powltoce nanoczastki, warunkujgc natychmiastowe uwalnianie leku (ang. burst release).
Natomiast typ III SLN cechuje obecnos$¢ substancji aktywnej w rdzeniu nanoczgstki [56, 77,
78].
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2.2.2. Charakterystyka nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych (NLC)

Drugi rodzaj nanoczastek lipidowych stanowig nanostrukturalne no$niki lipidowe
(NLC), posiadajace zdolno$¢ do zwigkszania skutecznos$ci przenikania transportowanych
lekow w glab skory. Nosniki te zwigkszaja rozpuszczalno$¢ substancji aktywnych oraz
poprawiajg ich biodostepnos¢ [79]. W odréznieniu od SLN, NLC cechuje obecnosé¢
w budowie nie tylko tluszczow statych, ale takze ciektych (olejow) (rys. 14). Z uwagi na fakt,
ze rozpuszczalnos¢ lipofilowych sktadnikow aktywnych jest znacznie wyzsza w olejach niz
W tluszczach statych, NLC posiadajg wigksze zdolnos$ci transportowe. Mieszanina cieklych
i statych tluszczow prowadzi do utworzenia mniej uporzadkowanej struktury wewngtrznej,
co umozliwia lepsze wigzanie substancji aktywnej z matryca, wplywajac jednoczes$nie na
wicksza trwato$¢ kompleksu i prowadzac do braku lub jedynie niewielkiej utraty sktadnika
aktywnego w trakcie jego przechowywania [68].

.

Rysunek 14. Schemat budowy NLC. Opracowanie na podstawie [68].

Podobnie jak w SLN, inkorporowana substancja aktywna badz lek moga by¢
umieszczone migdzy warstwami lipidowymi i/badz tancuchami kwasow tluszczowych [80].
NLC zostalty opracowane w celu przezwyci¢zenia niektorych potencjalnych ograniczen
w stosowaniu SLN, jednak nie moga by¢ one stosowane do enkapsulacji substancji
aktywnych i lekow o charakterze hydrofilowym [81]. NLC wykazuja wigksza zdolnos¢
transportu substancji czynnych, nizsza zawarto§¢ wody oraz minimalizuja badz catkowicie
eliminujg potencjalne uwalnianie si¢ substancji czynnych w trakcie przechowywania [82, 83].
Ponadto, te nanostrukturalne nosniki zwigkszaja przenikalno$¢ transportowanych substancji
przez skore. Z uwagi na obecne w budowie nanoczastek oleje, NLC umozliwiajg zwigkszenie
rozpuszczalno$ci substancji aktywnych, wptywajac tym samym na ich wigksza biodostepnosc
[79]. Badania naukowe dowiodly, ze zmiany w st¢zeniach statego i cieklego lipidu,
wchodzacych w struktury NLC, wptywaja na uwalnianie, aktywno$¢ farmakologiczng
i przenikanie inkorporowanej substancji aktywnej lub leku [84].

Nanostrukturalne  nosniki  lipidowe  zbudowane s3 z  biodegradowalnej
I biokompatybilnej matrycy lipidowej, ktorej wielko§¢ nie przekracza 200 nm i ktora
podobnie jak w SLN jest stata zar6wno w temperaturze ciala, jak i w temperaturze pokojowej
[79]. Budowa wewngtrznej struktury NLC r6zni si¢ od budowy SLN stopniem
uporzadkowania, a tym samym obecnos$cig ttuszczow ciektych (olejéw) w budowie matrycy
nanostrukturalnych no$nikow. Mieszanina tluszczow statych 1 cieklych prowadzi do
otrzymania mniej uporzadkowanej struktury wewnetrznej czagstki [80]. Lipidowa matryca
NLC posiada réwniez nizszg temperaturg topnienia w stosunku do matrycy SLN. Struktura
wewnetrzna nie ma uporzadkowanej struktury krysztatu, natomiast wykazuje budowe
amorficzng oraz wystepuje w formie niedoskonalego krysztalu. Nanostrukturalne no$niki
lipidowe moga wystepowaé w formie wielokrotnych systemow takich jak zawiesina olej/staty
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lipid/woda, powstajacych poprzez zmieszanie duzych iloSci oleju ze statym lipidem
I poddanych wysokoci$nieniowej homogenizacji na gorgco.

Nanostrukturalne nosniki lipidowe, podobnie jak w przypadku pierwszej generacji
nanoczastek, moga wystepowa¢ w trzech réoznych typach (rys. 15) [56], bedacych efektem
licznych badan naukowcow nad zwiekszeniem mozliwosci transportowania inkorporowanych
substancji.

substancja aktywna

stata matryca lipidowa w czgsteczcee oleju

O
OO

O matryca

lipidowa

lipidy ciekte
(oleje)
NLC typ | NLC typ Il NLC typ I

Rysunek 15. Typy NLC: | — model nieuporzadkowanego krysztatu, IT — model amorficzny,
Il — model ztozony [4].

Typ I NLC charakteryzuje si¢ wysoce nieuporzadkowang strukturg, ktora powstaje
przez zmieszanie stalych lipidéw z niewielkg iloscia oleju, tworzac tzw. model
nieuporzgdkowanego krysztatu, ktory cechuje najwyzsza pojemno$¢ radunkowa. Badania
naukowe dowiodly, ze najwyzszg pojemnos¢ tadunkowa otrzymuje si¢ mieszajac lipidy stale
z lipidami ciektymi [70]. Typ Il NLC, nazywany modelem amorficznym, pozwala
zminimalizowa¢ utratg¢ substancji czynnej podczas przechowywania, poniewaz substancje
0 wigkszej rozpuszczalnosci w lipidach ciektych zostaja wezesniej otoczone lipidami statymi,
zapewniajagcymi dodatkowa ochrong przed degradacja. Z kolei typ III NLC, okreslany
réwniez mianem modelu ztoZzonego (lub wielokrotnego), zostal stworzony na wzér emulsji
wielokrotne; typu W/O/W 1 jest wytwarzany na skutek potaczenia statego lipidu
z maksymalng 1iloscig cieklych lipidow. Zwigksza to pojemnos¢ NLC dla aktywnych
sktadnikow [54, 85].

2.2.3. Oleje roslinne, stanowiace naturalng matryce lipidowa, stosowane w syntezie
NLC

Ze wzgledu na swoje naturalne pochodzenie, zawartos¢ cennych lipidéw oraz szereg
korzystnych wlasciwosci leczniczo-pielegnacyjnych, oleje roslinne ciesza si¢ nieustannie
duzym zainteresowaniem w przemysle kosmetyczno-farmaceutycznym. Zwiazki te stanowia
bogate zrodto kwasow tluszczowych, ktore tworza na skorze warstwe okluzyjna, hamujac
TEWL [9]. Dzigki temu, przyczyniaja si¢ one do utrzymania prawidtowego nawilzenia
w naskorku, ale takze regeneruja uszkodzong barier¢ lipidows, zmniejszajg stany zapalne
I odpowiadaja za wlasciwg strukture cementu miedzykomorkowego skory [23].
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Oleje roslinne mozna sklasyfikowa¢ wedtug kilku zasad, np. ze wzgledu na obecno$¢
reszt réoznych kwasoéw tluszczowych wyrdznia si¢ oleje typu oleinowego, linolowego
I linolenowego [13]. Powszechnie stosowany jest takze podziat ze wzgledu na przenikalnosc¢
przez warstwe rogowg oraz na zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw thuszczowych
(schnace, potschnace i nieschngce). Oleje mogg by¢ rowniez izolowane z réznych czesci
ro$lin, dlatego tez mozna zastosowaé klasyfikacje ze wzgledu na ich pochodzenie [9, 13].
W dalszej cz¢sci pracy doktorskiej zostaty opisane oleje stosowane podczas syntezy NLC,
tj.: olej z nasion Meadowfoam oraz olej z nasion Marula.

2.2.3.1. Olej z nasion Meadowfoam

Wsrod licznych olejow  zimnotloczonych, swoim skladem wyrdznia si¢ olej
Meadowfoam (ang. Meadowfoam Seed Oil, MSO), wyst¢pujacy pod nazwag INCI (ang.
International Nomenclature of Cosmetic Ingredients): Limnanthes alba (Meadowfoam) Seed
Oil. Okreslenie ,olej z Perly Prerii” nawigzuje do pochodzenia rosliny, ktorymi sa
potudniowe tereny Oregonu 1 péinocnej Kalifornii (Ameryka Poéinocna). Tlumaczenie
angielskich stow meadow-foam (ang. meadow — tgka; foam — piana) oznacza dostownie
,takowa piane¢”, co $cisle wigze si¢ z morfologia kwiatow L. alba (tab. 6), ktore podczas ich
petnego rozkwitu, wygladem przypominaja unoszaca si¢ nad taka biatg pianke [86, 87].

Rzadko spotykana kompozycja dtugotancuchowych (C20-C22) kwasow tluszczowych
(98% wag.) oraz obecno$¢ naturalnych antyoksydantow (m.in. witamina A i E) odpowiada za
petna biozgodnos¢ oleju ze strukturami lipidowymi skory oraz za poprawg jej parametrow
biomechanicznych [86, 88]. Ponadto, wysoka stabilno$¢ termiczna oleju zapewnia
zwigkszenie trwalosci zawierajacych go formulacji [89]. Niewielkie nasiona Limnanthes alba
zawieraja okoto 20— 30% wag. czystego oleju, z ktérych, w wyniku tloczenia na zimno
pozyskiwany jest przezroczysty produkt o cieklej konsystencji i bursztynowo-zlotej barwie
[90].

Wsrod kwasow thuszczowych zdecydowanag wigkszo$¢ stanowig jednonienasycone
kwasy tluszczowe, takie jak m.in. kwas gondolowy (C20:1; ®-9) oraz kwas erukowy (C22:1;
®-9), ktorych obecno$¢ zapewnia MSO wysoka odpornos$¢ na utlenianie [13]. W tabeli 6
przedstawiono procentowy udzial poszczegdlnych kwasow tluszczowych w  oleju
Meadowfoam.

Tabela 6. Morfologia kwiatow oraz sktad kwasow thuszczowych MSO [13, 91].

Kwiaty Limnanthes alba [92] Nazwa Nazwa Symbol Z;zv:lrgosc
W okresie pelnego rozkwitu [93] zwyczajowa | systematyczna | numeryczny WM S%

kuas kwas (2)-11- Cc20:1 63

gondolowy ikozenowy
kwas kwas (Z)-13- C29:1 16

erukowy dokozenowy
- kwas (Z)-5- c22:1 17

dokozenowy

kwas (Z,2)-
- 5,13- C22:2 4

dokozodienowy
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2.2.3.2. Olej z nasion Marula

Olej Marula (INCI: Sclerocarya Birrea (Marula) Seed Oil) otrzymywany jest
W procesie ttoczenia na zimno owocow z drzewa Marula (Sclerocarya birrea), wystepujacego
jedynie na terenach poludniowej Afryki (tab. 7). Owoce tego drzewa sg tamtejszym
przysmakiem, a z ich bogatych w biatko nasion wyttaczany jest olej o licznych
wlasciwosciach kosmetycznych [94].

Olej Marula silnie nawilza i oczyszcza skore oraz zmigkcza 1 wygladza naskorek [95].
W dodatku, tagodzi podraznienia, redukuje zaczerwienienia, a takze przywraca naturalng
barier¢ ochronng skory. Olej ten nawilza, chroni i nabtyszcza rowniez wlosy. Ponadto jest
dobrze przyswajalny przez skorg, sptyca zmarszezki, redukuje cellulit, rozjasnia cerg
i niweluje brunatne plamy na skorze oraz potrafi wigza¢ wolne rodniki glownie za sprawg
obecno$ci w swym sktadzie kwasu oleinowego (silny przeciwutleniacz) [94, 96].

Swiezo tloczony olej Marula odznacza si¢ przejrzysta, zoto-brazowa barwa oraz
delikatnym  orzechowym zapachem. Sklad oleju stanowiag przede wszystkim
jednonienasycone kwasy thuszczowe, zapewniajace olejowi wysoka stabilno$¢ oksydacyjna,
poréwnywalng do oliwy z oliwek [97]. W sklad oleju wchodzg takze tokoferole, ktorych ilo§é
szacuje si¢ na okoto 14 mg/100 g oleju oraz sterole, ktorych zawartos¢ wynosi 287 mg/100 g
oleju [96].

Tabela 7. Owoce Marula oraz sktad kwasoéw tluszczowych oleju [94].

Owoce i drzewo Marula [98] Nazwa Nazwa Sl Zg/w\?vr;)éé
zwyczajowa | systematyczna | numeryczny V\;)olej%
kwas kwas .
palmitynowy | heksadekanowy C16:0 9-12
kwas kwas C18:0 5-8
stearynowy oktadekanowy
. kwas (Z)-9- .
kwas oleinowy oktadekaenowy C18:1 70-78
kwas (Z,2)-
kwas linolowy 9,12- C18:2 4-7
oktadekadienow '
y
kwas (Z,Z,2)-
kwas 9,12,15- . i
a-linolenowy | oktadekatrieno C18:3 0.1-0.7
wy
kwas  kwas C20:0 0,3-0,7
arachidonowy eikozanowy

2.2.3.3.  Ocena dziatania olejow roslinnych na skore z wykorzystaniem testéw in vivo

Mianem testow in Vivo (tj. z aplikacja na skorze czlowieka) okresla si¢ badania
aplikacyjno-aparaturowe przeprowadzane z wykorzystaniem testow naskorkowych oraz
nieinwazyjnej aparatury pomiarowej. Za pomocg testow aplikacyjnych mozliwa jest ocena
dziatania pielegnacyjnego/leczniczego badanej substancji aktywnej na skore cztowieka [24].
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W zalezno$ci od rodzaju analizowanego skladnika, okres trwania testow in Vvivo moze
wynosi¢ od kilku godzin do kilku tygodni. Uczestnikiem badan (probantem) staje si¢ kazdy
zdrowy ochotnik, ktory $wiadomie i dobrowolnie wyrazi zgod¢ na udzial w badaniu.
Nastepnie probanci dobierani sg pod katem wieku, ptci lub tez innych wymogdéw w zaleznosci
od celu badania [99]. Testy in vivo poprzedzane sa na ogdét wywiadem dermatologicznym
dotyczacym zwlaszcza stanu skory pacjenta i jej sklonnosciom do podraznien. Ponadto
pacjent wypetnia formularz, odnoszacy sie¢ m.in. do stylu zycia, ogdlnego stanu zdrowia oraz
sposobow pielggnacji skory [100, 101]. Przed rozpoczgciem testow konieczne jest podpisanie
przez probantéw $wiadomej zgody na udziat w badaniu. Z kolei po zakonczonych testach,
probanci poddawani sg zazwyczaj ocenie klinicznej, dotyczacej oceny stanu skory pod katem
pojawienia si¢ ewentualnych zmian o charakterze ztuszczeniowym lub rumieniowym. Oprocz
tego, przeprowadza si¢ pomiar wlasciwosci biofizycznych skory za pomoca odpowiednich
urzadzen pomiarowych [102, 103].

Badania aparaturowe, bedace nieinwazyjnymi metodami badawczymi, stanowig
uzupetnienie badan aplikacyjnych [24] i sa przeprowadzane przy uzyciu specjalistycznych
sond do pomiarow takich parametrow jak: poziom nawilzenia i elastycznosci skory oraz ilos¢
przeznaskorkowej utraty wody [100, 104].

2.2.4. Przenikanie nanoczastek lipidowych przez skore

Przed wspodtczesng dermatologia pojawia si¢ coraz wigcej wyzwan, dotyczacych
poszukiwania nowatorskich a zarazem skutecznych metod w leczeniu m.in. nowotworow
skory, stanow zapalnych czy tez roznego rodzaju infekcji skornych, wymagajacych
dhugotrwatego leczenia [105]. Substancje lecznicze sg na ogot przeznaczone do podawania
doustnego lub w powazniejszych przypadkach — do podawania pozajelitowego [27]. Wérod
wielu form dostarczania substancji aktywnych enkapsulowanych w SLN/NLC, podawanie
przezskorne wydaje si¢ by¢ jednym z najbardziej obiecujacych zardwno pod wzgledem
terapeutycznym [106], jak i kosmetycznym [105, 107]. Dotychczas udato si¢ przeprowadzi¢
i oceni¢ skutecznos$¢ przezskornego dostarczania substancji aktywnych inkorporowanych do
nanoczastek lipidowych [108, 109]. Jednymi z pierwszych preparatow, ktorych sktad
wzbogacono obecno$cia nanoczastek lipidowych byla seria kosmetykéw nawilzajacych
| przeciwzmarszczkowych. Do najbardziej znanych produktéow komercyjnych, opartych
gtownie na NLC byt m.in. krem Nanobase® (Yamanouchi) oraz Cutanova® (Dr. Rimpler
GmbH) [107, 110].

Nanoczastki lipidowe do podawania przezskornego wykazuja kilka zalet w zakresie
zwigkszenia skutecznosci przenikania substancji aktywnych [109]. Enkapsulacja w SLN/NLC
nie tylko zapewnia substancji aktywnej chemiczng ochrong i zwigkszenie jej stabilno$ci
podczas transportu, ale takze poprawe jej biodostepnosci [27, 111] (zob. rozdz. 2.4.). Grupa
badawcza prof. R.H. Miillera udowodnita, ze podanie przez skore substancji aktywnej
enkapsulowanej w nanoczastki lipidowe sprzyja zwickszeniu nawilzenia (hydratacji) skory na
skutek dziatania dwoch mechanizmow [48, 108]:

* wytworzenia filmu okluzyjnego na powierzchni warstwy rogowe;j, ktory zapobiega TEWL
[112],

* wzmocnienia bariery warstwy lipidowej skory przez nanoczastki przyleganie do stratum
corneum.
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warstwa

skora

Tym samym, dzigki zdolnosciom adhezyjnym nanoczastek lipidowych, maja one nie
tylko tatwo$¢ przylegania do warstwy rogowej, umozliwiajac enkapsulowanym substancjom
dotarcie do glebszych warstw skory (rys. 16-A), ale rowniez skéry prowadzg do utworzenia
filmu okluzyjnego, ktory skutecznie ogranicza przeznaskorkowa utrate wody [76, 113]
(rys. 16-B). Ponadto, uzyskane wieksze uwodnienie stratum corneum [112] moze roéwniez
wigza¢ si¢ ze zmniejszeniem wypetnienia korneocytéw i poszerzeniem szczelin pomigdzy
nimi, ulatwiajac w ten sposob przenikanie substancji do glebszych warstw skory [59, 76,
114]. Z kolei podobienstwo SLN/NLC zwigzane z fizjologicznym sktadem lipidowym skory,
umozliwia no$nikom interakcje z warstwg rogowsg, tworzgc tym samym przegrupowania
lipidowe, co réwniez ulatwia przenikanie substancji aktywnej [115] (rys. 16-C). Takze
z powodu niewielkich (nanometrycznych) wielkos$ci czastek SLN/NLC, zostaje udostepniona
duza powierzchnia witasciwa do absorpcji substancji czynnej przez skore, CO réwniez
zwicksza skuteczno$¢ przenikania [116]. Maty rozmiar czastek wptywa w dodatku na
zwigkszenie przyczepnos$ci nanoczastek lipidowych do powierzchni warstwy rogowe;,
utatwiajgc transport transdermalny [27, 105]. Jednym ze sposobow podawania substancji
czynnej jest takze dyfuzja przez mieszki wlosowe [117-119] (rys. 16-D), stanowigcych okoto
0,1% powierzchni skory. Przenikanie SLN/NLC przez mieszki wlosowe ulatwia zarowno
ciensza w tych miejscach struktura warstwy rogowej, jak rowniez obecno$¢ sieci naczyn
wlosowatych, wspomagajacych dyfuzj¢ substancji aktywnej [117]. Z kolei, naturalny ruch
wlosa przesuwa dodatkowo nanoczastki lipidowe w kierunku gruczotlu lojowego,
stanowigcego dla nich rodzaj ,,zbiornika” oczyszczonego wczesniej przez sebum [27].
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po bezposrednim okluzji wytworzonej przez a stratum corneum wlosowych i gruczolow
kontakcie z warstwa SLN/NLC lojowych
rogowa

Rysunek 16. Mozliwe mechanizmy zwigkszonego przenikania sktadnikow aktywnych
przez skorg za pomoca nanoczastek lipidowych [115].
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2.3. Toksycznos$¢é nanoczastek lipidowych

Nanoczastki lipidowe zbudowane sg z biodegradowalnej matrycy lipidowej, ktéra ulega
rozktadowi enzymatycznemu do zwigzkow naturalnie wystgpujacych w ludzkim organizmie.
Potencjalna toksycznos$¢ nanoczastek lipidowych moze zaleze¢ od trzech aspektow: rozmiaru
czastki, inkorporowanej substancji aktywnej oraz od rodzaju surfaktantu [120].

Zaktada si¢, ze czastki o wielkos$ci przekraczajacej 40 nm nie sg zdolne przeniknaé
do zywych komorek naskorka ani do krwioobiegu [121], a tym samym nie wywotujg dziatan
niepozadanych dla organizmu [68]. Z kolei w zalezno$ci od wiasciwosci fizykochemicznych
zastosowanej substancji czynnej, a przede wszystkim od sposobu jej uwalniania do
krwioobiegu — w przypadku procesu niekontrolowanego i nicodpowiednio mierzonego, moze
dojs¢ do wywotania natychmiastowej reakcji nadwrazliwosci organizmu (anafilaksja) [119].

Ostatnim, niezwykle istotnym czynnikiem warunkujacym bezpieczenstwo stosowania
nanoczastek lipidowych jest odpowiedni dobor surfaktantu. Przeprowadzone dotychczas
badania naukowe dowiodly, ze najbezpieczniejsze w uzyciu sg surfaktanty niejonowe [122],
jednakze wszystkie substancje pomocnicze, wchodzace w sklad SLN/NLC powinny
wykazywac¢ dzialanie oboj¢tne na ludzki organizm. W tym celu, do syntezy nanoczastek
lipidowych mozna stosowa¢ jedynie zwiazki, ktore zostaly zaakceptowane przez
Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (ang. American Food and Drug Administration,
FDA) i znajduja si¢ na liscie GRAS. W dodatku, w syntezie nanoczastek mozliwe jest
rébwniez wykorzystanie lipidow oraz $rodkow powierzchniowo czynnych stosowanych
w przemysle spozywczym [123]. W Unii Europejskiej, w tym w Polsce, przepisy prawa
dotyczace kosmetykow reguluje Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 roku [124]. Dokument ten m.in. okre$la szczegotowe
wymagania prawne dotyczace skladu kosmetykdw, majace na celu zapewnienie
bezpieczenstwa konsumentowi podczas stosowania kosmetyku. W odréznieniu od przepisow
obowigzujacych w USA, prawo europejskie nie sporzadza listy substancji dozwolonych
do stosowania w kosmetykach [125], ale okresla szczegdtowo jakich substancji nie wolno
stosowa¢ w kosmetykach oraz jakie substancje moga by¢ stosowane wytacznie w okreslonych
warunkach oraz st¢zeniu [126, 127].

Grupa badawcza profesora R.H. Miillera przeprowadzita badania in vitro na kulturach
komorkowych, majace na celu zbadanie cytotoksycznosci nanoczastek lipidowych
w zalezno$ci od sktadu lipidow i zastosowanych emulgatorow [120]. Po przeprowadzeniu
analizy SLN na podstawie porownania toksycznosci liposfer, ktore zawieraty w swym
sktadzie mirystynian i1 behenian glicerolu (Compritol ATO 888) oraz lecytyne, Polisorbat 80,
Poloxamer i glikochloran sodu jako emulgatory, okazato si¢, ze dziatanie cytotoksyczne
liposfer na bazie ww. zwigzkow jest duzo nizsze w stosunku do tych, w sktad ktorych
wchodzity w pelni biodegradowalne PLA/GA [128], czyli polilaktyd (poli(kwas mlekowy)
(ang. Polylacticacid, Polylactide, PLA) oraz kwas glikolowy (ang. Glicolid Acid, GA).
Jednocze$nie wykazano, ze w odrdznieniu od surfaktantéw, rodzaj lipidow nie miat wptywu
na zywotno$¢ komorek. Dowiedziono rowniez, ze surfaktanty, ktore tacza si¢ z powierzchnig
nanoczastek, wykazuja przy tym duzo mniejsza toksycznos¢ dla komoérek niz w postaci
wolnej [120].

Dzigki badaniom prowadzonym przez R.H. Miillera 1 C. Keck udato si¢ takze wyr6znic¢
cztery grupy nanonos$nikoéw, w zaleznosci od ich szkodliwos$ci [122]:
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| grupa — o najmniejszym stopniu toksyczno$ci, obejmuje czastki biodegradowalne
(tj. nanoemulsje, liposomy, nanoczastki lipidowe) o wielkosci 100 — 1000 nm,

= Il grupa — o s$redniej toksycznosci, obejmuje czastki nieulegajace biodegradacii,
0 wielkosci powyzej 100 nm,

= [ll grupa — o $redniej toksycznosci, obejmuje czastki biodegradowalne o wielkosci ponizej
100 nm,

= IV grupa — o najwickszej toksyczno$ci, obejmuje czgstki nieulegajace biodegradaciji,
0 wielkos$ci ponizej 100 nm.

Jednak oprocz wielkosci 1 biodegradowalnosci czastek, nalezy zwraca¢ uwagg na droge
podania nanoczastek. Wspodtczesne doniesienia naukowe wskazuja podawanie przezskorne
jako najmniej inwazyjny system dostarczania lekow [122, 129-131]. W przypadku podawania
miejscowego SLN, dozwolone jest wykorzystywanie wszystkich powszechnie stosowanych
w przemysle farmaceutycznym substancji pomocniczych. Natomiast w podawaniu doustnym
nanoczastek, dopuszczalne jest stosowanie lipidow i surfaktantéw uzywanych do produkcji
tabletek, granulatow oraz kapsutek [132].

W 2007 roku, Europejski Komitet Naukowy ds. Produktéw Konsumenckich (SCCP,
zang. Scientific Commitee on Consumer Products) wystosowal o$wiadczenie
pt: ,,Bezpieczenstwo nanomateriatéw w kosmetykach”. W dokumencie zwrocono szczegdlng
uwage na nanoczasteczkowe formy: tlenku cynku(ll) (ang. Zinc Oxide) i tlenku tytanu(1V)
(ang. Titanium Dioxide), pelnigcych powszechnie rolg filtrow przeciwstonecznych.
W oswiadczeniu tym nie ma zbyt wielu informacji dotyczacych nanoczastek lipidowych,
jednak istnieja zdania, w ktorych wspomniane sg nanomateriaty takie jak lipidy i surfaktanty,
mogace samodzielnie przenika¢é do stratum corneum (po rozpadzie na powierzchni)
I zmienia¢ utozenie migdzykomorkowych lipidow wewnatrz skory [81].

Biorac pod uwage nieustanny rozwoj w dziedzinie nanotechnologii, Komisja
Europejska musiata dostosowaé wszystkie rozporzadzenia do rozwoju naukowego
I technologicznego oraz zobowigzata si¢ uzgodni¢ definicje na szczeblu migdzynarodowym
[126]. Na podstawie decyzji (WE/721/2008) z dnia 5 sierpnia 2008 r. SCCP zostat zastgpiony
przez nowo powotany Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentow (SCCS, z ang.
Scientific Committee for Consumer Safety) [126], ktory jako niezalezny organ ekspertow
dziatajacy przy Komisji Europejskiej odpowiedzialny jest obecnie za dokonanie oceny
bezpieczenstwa w zakresie dziatania wybranych sktadnikow stosowanych w kosmetykach
[133]. Tym samym, wraz z postgpujacym rozwojem nanotechnologii oraz licznymi pytaniami
dotyczacymi potencjalnego ryzyka dla zdrowia ludzkiego w przypadku stosowania
nanoczgstek, wydano nowe Rozporzadzenie Komisji Europejskiej (WE/1223/2009) w sprawie
produktow kosmetycznych [124]. Gléownym celem tego rozporzadzenia bylo wydanie
pierwszego aktu prawnego opisujacego szereg szczegolnych wymagan dotyczacych
nanomateriatow, w tym dokladng techniczng definicj¢ tego terminu, ktoéra brzmiata
nastepujaco: ,,Nanomaterial oznacza nierozpuszczalny lub trwaty i celowy wyprodukowany
materiat o jednym lub wigkszej liczbie zewnetrznych wymiaréw, lub struktura wewnetrzna
w skali od 1 do 100 nm.” [134-136]. W dokumencie tym omowiono takze szczegoétowo sktad
produktow kosmetycznych oraz aspekty technologiczne i regulacyjne w dziedzinie kosmetyki
[137]. Za przyczyna europejskiego rozporzadzenia, FDA wydata w 2014 r. poradnik dla
przemystu pt.: ,,Bezpieczenstwo nanomaterialdow w produktach kosmetycznych” (z ang.
Safety of Nanomaterials in Cosmetic Products) [138], ktorego celem byta pomoc
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w identyfikacji potencjalnych probleméw zwigzanych z bezpieczenstwem nanomateriatow
w produktach kosmetycznych, przy jednoczesnym opracowaniu kryteriow do ich
odpowiedniej oceny.

Wykorzystanie nanomateriatdow w kosmetykach podlega wysokiemu poziomowi
ochrony zdrowia ludzkiego zgodnie z rozporzadzeniem w sprawie kosmetykow
(WE/1223/2009) [139]. Dzieje si¢ tak za sprawg nowych form ,nano” niektorych
substancji/nosnikow, ktore mogg znaczaco rézni¢ si¢ od ich konwencjonalnych postaci pod
wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych, zachowania biokinetycznego i/lub efektow
biologicznych [140, 141]. W szczegodlnosci interakcje nanoczagstek ze skorg stanowig
efektywna, cho¢ nieustannie poddawang licznym badaniom, droge dostarczania substancji
aktywnych o wilasciwosciach kosmetycznych/farmaceutycznych [137, 140].

SCCS opublikowal szczegétowy poradnik na temat oceny ryzyka nanomaterialow
(ang. Guidance on Risk Assessment of Nanomaterials: SCCS/1484/12) [134, 142], jak
rowniez memorandum w sprawie zgodnos$ci, adekwatnosci i1 jakosci danych w zakresie
bezpieczenstwa nanomateriatow (ang. Memorandum on the Relevance, Adequacy and Quality
of the Data Expected in Safety Dossiers on Nanomaterials: SCCS/1524/13; z 27.03.2014 r.)
[125, 143, 144]. Wedlug SCCS dane dostarczone w dokumentacji, odnoszace si¢
do ocenianych nanomateriatow, sg wystarczajaco odpowiedniej jakosci do utatwienia oceny
potencjalnego ryzyka [134, 135, 144].

2.4. Substancje aktywne enkapsulowane w nanoczastki lipidowe

Waznym czynnikiem charakteryzujacym zdolno$¢ do enkapsulacji substancji
aktywnych w nanoczastki lipidowe jest pojemno$¢ zatadunkowa (ang. Loading Capacity, LC)
— wyrazana w procentach i okres$lajaca ilo$¢ substancji aktywnej, ktéra moze by¢ zwigzana
z fazg lipidowa. Warunkiem koniecznym do uzyskania odpowiedniej pojemnoSci
zatadunkowe] nanoczastek lipidowych jest m.in. wysoka rozpuszczalno$¢ badanej substancji
w stopionym lipidzie, mieszalno$¢ stopionej substancji aktywnej ze stopionym lipidem,
chemiczna i fizyczna struktura stalej matrycy lipidowej oraz stan polimorficzny lipidow
[145]. Zazwyczaj rozpuszczalnos¢ enkapsulowanej substancji powinna by¢ wyzsza niz
wymagana, poniewaz ulega ona obnizeniu w trakcie chlodzenia mieszaniny. W celu
zwigkszenia rozpuszczalnosci substancji aktywnej, do stopionego lipidu dodaje si¢ zazwyczaj
solubilizator [145].

Nie bez znaczenia jest takze odpowiednie ,,rozmieszczenie” inkorporowanej substancji
aktywnej w nanoczastce lipidowe;j, ktore zalezy od wilasciwosci poszczegolnych sktadnikdw
SLN/NLC (lipidéw, surfaktantow i substancji leczniczej) oraz od metody otrzymywania.
Warto pamigtac, ze lokalizacja substancji leczniczej] w nanoczastce wplywa na szybko$¢
uwalniania [118]. Tym samym, w zalezno$ci od stezenia i rozpuszczalno$ci substancji
aktywnych, mogg by¢ one inkorporowane w rdzeniu (ang. drug-enriched core) lub w powtoce
nosnika (ang. drug-enriched shell), lub tez moga zosta¢ molekularnie rozproszone w catej
matrycy (ang. solid solution) [146]. Na podstawie typu inkorporacji, mozna wyrdznic
najwazniejsze postacie leku: o przedluzonym, opodznionym, pulsacyjnym oraz
przyspieszonym uwalnianiu [49, 147], tj. o modyfikowanym uwalnianiu (ang. modified
released dosage form, MR). Dziatanie ww. form zalezy od wielu czynnikéw m.in.
od sktadnikow formulacji oraz od sposobu jej wytwarzania. Najszybciej uwalniane sg
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substancje aktywne, ktére zostaty zdyspergowane w calej matrycy SLN. Znacznie wolniej
zachodzi natomiast uwalnianie substancji terapeutycznej inkorporowanej w rdzeniu [147].
Ten model wuwalniania wykazuja czastki wytworzone metoda homogenizacji
wysokoci$nieniowej na gorgco. Poczatkowo szybsze uwalnianie leku zachodzi pod wptywem
dziatania wysokiej temperatury procesu i spowodowane jest wigkszg rozpuszczalno$cig
sktadnikéw aktywnych w wodzie o wyzszej temperaturze [148]. Badania pokazuja, ze zmiany
w stezeniach statego i1 ciektego lipidu w NLC moga modyfikowa¢ uwalnianie, aktywnos$¢
farmakologiczng i przenikanie substancji czynnej [84]. Dzi¢ki swoim wiasciwosciom oraz
zdolnosci do przedtuzonego uwalniania, SLN 1 NLC sg dobrymi nos$nikami dla $rodkow
odstraszajacych owady, ktore powinny jak najdluzej utrzymywac si¢ na skorze oraz dla
perfum zapewniajac ich dtugotrwatag wonnos¢ [46].

2.4.1. Pro6by enkapsulacji monoterpen6w w nanoczastki lipidowe

Terpeny (izoprenoidy) to weglowodory pochodzenia roslinnego o wzorze ogdélnym
(CsHg)n, stanowiace jedna z najwigkszych klas naturalnych substancji chemicznych [20, 149].
Ponad 30 000 tych zwigzkow zostalo wyizolowanych z drobnoustrojow, roslin oraz zwierzat
[149-151]. Zdecydowana wigkszos¢ z nich to sktadniki olejkow eterycznych oraz zywic
drzew iglastych. Szacuje si¢, ze ponad milion ton terpenoidéow wydzielanych jest rocznie do
atmosfery przez same drzewa i krzewy iglaste. Duze ilosci tych zwigzkow produkowane sg
réwniez przez organizmy morskie. Zwierzeta jednak wytwarzajg terpenoidy bardzo rzadko
i w §ladowych ilosciach, glownie pod postacig feromonow oraz repelentéw [20, 150].

W izoprenoidach reszty izoprenowe polaczone sg w sposdb ogon-glowa, wedlug tzw.
reguty Ruzicki (reguty izoprenowej) [20]. Terpeny i ich pochodne zaliczane sg do rodziny
lipidow [152]. W zaleznosci od stopnia polimeryzacji wyr6znia si¢ kilka grup terpenow [20,
151].

Jednymi z najszerzej rozpowszechnionych w $wiecie roslin sg3 monoterpeny, bedace
formalnie dimerami izoprenu (2-metylobuta-1,3-dienu), ktory traktowany jest jako
hemiterpen (rys. 17) [149]. Zwigzek ten jest lotng ciecza,
otrzymywana poprzez odwodornienie mieszaniny izopentanu
i izopentenu lub tez przez odwodnienie produktu kondensacji
izobutenu z formaldehydem [149, 150]. Monoterpeny okresla si¢ /
ogolnie sumarycznym wzorem CioHie [150, 153]. Z kolei ich
wzor strukturalny moze by¢ albo liniowy (acykliczny), albo
pierscieniowy (cykliczny). Modyfikacje biochemiczne, takie jak Rysunek 17.
utlenianie lub przegrupowanie, wytwarzajg najczesciej pochodne Wz6r strukturalny
tlenowe monoterpendow zwane monoterpenoidami [20]. izoprenu (CsHs).

Monoterpeny  stanowig  gltowny skladnik  olejkéw
eterycznych, w ktorych odpowiedzialne sg za okreslony zapach danego surowca [151-154].
Wsrod wystepujacych w tej grupie weglowodorow (terpendéw) mozna wymieni¢ np. mircen
(olejek bajowy, laurowy, chmielowy), limonen (olejek pomaranczowy, cytrynowy), terpinen
(olejek cytrynowy), pinen (olejek sosnowy) oraz kamfen (terpentyna, olejek jodlowy,
lawendowy). Z kolei do terpenowych alkoholi (terpenoidéow) nalezg m.in. nerol (olejek
bergamotowy, rézany, kolendrowy), geraniol (olejek rézany i pelargoniowy), cytronelol
(olejek rozany) czy linalol (olejek pomaranczowy i konwaliowy). Przyktadem aldehydow sa
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cytral (olejek cytrynowy) i cytronelal (olejek eukaliptusowy), a sposrod kwasow najczesciej
wymienia si¢ geraniowy oraz cytronelowy (olejek cyprysowy) [20, 152-154].

Monoterpeny, wchodzace w sktad olejkow eterycznych, wykazujg szeroki zakres
bioaktywnosci przeciwbakteryjnej, antywirusowej oraz przeciwutleniajacej [155]. Najczesciej
uzywane sa jako zapachy w farmaceutykach i w produktach kosmetycznych [156].
Najnowsze badania naukowe wykazaly, ze monoterpeny skutecznie redukujg objetos¢ guza,
atakze hamuja proliferacje komoérek nowotworowych [157, 158]. Pomimo szerokiego
zakresu zastosowan terapeutycznych [159], monoterpeny cechujg si¢ niskg biodostepnoscia,
ktora wynika gtownie ze stabej rozpuszczalno$ci w wodzie oraz wysokiej lotnosci [160].
Aby zapewni¢ odpowiednio wysoki indeks terapeutyczny monoterpendw, zaczgto probowaé
enkapsulowac te lotne substancje w réznych systemach dostarczania lekow (DDS) [111].
Badania naukowe dowiodly bowiem, ze enkapsulacja tych substancji nie tylko wplywa na
poprawe ich stabilnosci fizycznej, ale takze zapobiega przedwczesnej degradacji oraz
umozliwia modyfikowanie uwalnianie, a nastgpniec dostarczenie substancji do miejsca
docelowego (ang. targeted drug delivery) [111, 160].

Sposrod najczeSciej stosowanych do enkapsulacji no$nikow wymieniano gltownie
mikroemulsje, nanoemulsje czy liposomy [161-163], jednak od Kkilku lat w centrum
zainteresowania wielu naukowcow znalazly si¢ zwlaszcza nanoczastki lipidowe (SLN i NLC)
[48, 164], ktore z uwagi m.in. na swoja zdolno$¢ do modyfikowanego uwalniania substancji
aktywnych moga zapewni¢ liczne zastosowania biomedyczne monoterpenow.

Biorac pod uwage fakt, ze nowoscia wspodlczesnych badan farmaceutycznych
i kosmetycznych jest stosowanie nanoczastek, opartych na lipidach i sktadnikach pochodzenia
roslinnego do celow terapeutyczno-pielggnacyjnych, glowng ideg badan w ramach niniejszej
pracy doktorskiej byto inkorporowanie nanoczagstek lipidowych monoterpenami o istotnym
znaczeniu dla przemystu kosmetyczno-farmaceutycznego [156], wsrod ktorych wyroznia sie:

= @-Pinen (CioHis; zgodnie z nomenklatura Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej
i Stosowanej — ang. International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC —
nazywany 2,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]-hept-2-enem), jest jednym z najczesciej
wykorzystywanych surowcow do syntezy produktow szeroko wykorzystywanych
w przemys$le farmaceutycznym, kosmetycznym i aromatyzujacym [165, 166].
Przyktadowo, oksydacja a-pinenu prowadzi do powstania tlenku o-pinenu, werbenu
I werbenolu, ktore stosuje sie do produkcji sztucznych aromatdéw, substancji zapachowych
oraz lekow [167]. a-Pinen obecny jest w olejku drzew iglastych (rodzaj Pinus) [166, 168],
lawendy [168], rozmarynu (Rosmarinus officinalis L. — rodzina Lamiaceae) [169] oraz
w wielu innych gatunkach ro$lin. Dodatkowo, mozna go réwniez ekstrahowaé z oleju
z mandarynki (Citrus reticulata, rodzina Rutaceae) [170]. Poza cenionym w kosmetyce
charakterystycznym dla drzew iglastych (tj. jodla, sosna) zapachem, a-pinen wykazuje
szereg aktywnosci zarowno biologicznych, jak 1 medycznych, wsrdd ktorych wyrdznia si¢
wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe Oraz przeciwutleniajace. Ponadto, ten bicykliczny
monoterpen moze dziataé przeciwzapalnie, przeciwkonwulsyjnie, relaksacyjnie
I uspokajajaco oraz przeciwnowotworowo [166, 171].

= Cytral (CioH160; IUPAC: 3,7-dimetylookta-2,6-dienal), jest mieszaning dwoch izomerow
geometrycznych: geranialu, tzw. trans-cytralu lub cytralu A (ok. 55 — 70% wag.) oraz

neralu tzw. cis-cytralu lub cytralu B (ok. 35 — 45% wag.) [172]. Naturalna forma cytralu
sktada si¢ z cytralu A i1 cytralu B w stosunku 3:2. Cytral, bedacy sktadnikiem wielu
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olejkoéw eterycznych, stanowi 70 — 85% wag. oleju z trawy cytrynowej [157, 173]. Ponadto
obecny jest w olejku cytrynowym i smakach cytrusowych [172]. Ze wzglgdu na silny
cytrynowy zapach, ten niestabilny chemicznie monoterpen z tatwoscig ulegajacy
biodegradacji do kwasu geraniowego, moze by¢ z powodzeniem stosowany w przemysle
chemicznym i perfumeryjnym, a takze do syntezy witaminy A [174]. Naukowcy dowiedli
rowniez, ze geranial (cytral A) moze stanowi¢ zwigzek wyjsciowy dla kolejnych substancji
chemicznych, takich jak np. jonony, witamina A, witamina E oraz karotenoidy [175].

Geraniol (CyoH150; IUPAC: (2)-3,7-dimetylo-2,6-oktadien-1-ol), wystepuje gtownie
W oleju rézanym, oleju z palmarosy lub oleju cytronelowym [176]. Ze wzgledu na silny
kwiatowy zapach (r6zy), geraniol stat si¢ istotnym sktadnikiem szerokiej gamy produktow
kosmetycznych [172], ze szczegblnym uwzglgdnieniem perfum, ale takze potproduktow
farmaceutycznych [175]. Wedlug badan przeprowadzonych przez Hagvalla i Christenssona
[172, 176], gtdownymi produktami reakcji autoutleniania geraniolu sg izomery cytralu:
geranial oraz neral. Warto doda¢, ze geraniol jest izomerem geometrycznym
(o konfiguracji trans-) nerolu (o konfiguracji cis-) [177].

Z uwagi na obecnos$¢ grupy hydroksylowej (grupy wodorotlenowej; -OH) w strukturze
geraniolu, ktora odpowiada za hydrofilowy charakter czasteczki tego zwiazku,
przeprowadzenie  syntezy  nanostrukturalnych  nos$nikéw  lipidowych  (NLC)
inkorporowanych geraniolem w ramach badan niniejszej pracy doktorskiej okazato si¢
niemozliwe. Fakt ten mozna tlumaczy¢ zwigkszong tendencja geraniolu do tworzenia
miceli na skutek taczenia si¢ grup -OH z niepolarnymi tancuchami weglowodorowymi
surfaktantu, zamiast ich rozproszeniem w matrycy lipidowej. Tym samym, zaréwno
wysokie powinowactwo do fazy wodnej, jak i dodatkowo wysoka lotnos¢ zwigzku,
uniemozliwity jego dyspersje w fazie lipidowej, a W konsekwencji réwniez syntez¢ NLC.

Limonen  (CyoHss; IUPAC:  3,1-metylo-4-(1-metyloetenylo)-cykloheksen  lub
4-izopropenylo-1-metylocykloheksen), jest chiralng czasteczka bezbarwnego cieklego
weglowodoru, klasyfikowanego do grupy cyklicznych terpenéw [178]. Limonen jest
gléwnym skladnikiem olejkow eterycznych owocow cytrusowych (od 30 do 70% wag.
w zalezno$ci od gatunku). Ponadto, zwigzek ten posiada dwa izomery [179]: R-(+)-
limonen lub L-limonen - wystepujacy glownie w oleju migtowym i odznaczajacy sig
aromatem terpentyny oraz S-(-)-limonen lub D-limonen - bardziej rozpowszechniony
i charakteryzujacy si¢ silnym pomaranczowym aromatem [172].
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Wzory strukturalne wszystkich oméwionych powyzej monoterpenéw zostaty przedstawione
w tabeli 8.

Tabela 8. Struktury chemiczne inkorporowanych monoterpenow.

zZ
w
o
5 a-pinen cytral geraniol limonen
8
=
>
Z
g9
S CioHi6 C1oH160 CioH150 C1oH10
3
]
cytral A (geranial) | cytral B (neral) geraniol D-limonen
>
g CH; CH; CH, CHz
2 NN x "oH
2 S0
(7]
14
é’ HsC™ “CHs, H:C™ “CH; HsC” “CHs HsC”™ “CHyp

Warto pamigta¢, ze warstwa rogowa (Stratum corneum) jest najbardziej zewnetrzng
warstwg skory i pelni funkcje bariery ochronnej [180], ale tez ogranicza penetracje
podawanych substancji czynnych [181]. Niektore zwigzki terpenowe moga ulatwiaé
przenikanie substancji czynnych (w tym lekow) w glab skory. Badania naukowe
przeprowadzone przez Subongkota i in. (2012) dowiodly, ze dodanie terpenow
enkapsulowanych w liposomy, otrzymane technika ultrasonikacji, zwigkszyto penetracje
lekow hydrofilowych do glebszych warstw skory [182]. Z kolei badania prowadzone przez
Hoppel, Caneri i in. (2015) wykazaty, ze mikroemulsja zawierajaca R-(+)-limonen zwigkszata
przenikanie przez skore diklofenaku sodu (pochodnej kwasu aminofenylooctowego o silnym
dziataniu przeciwzapalnym, przeciwbolowym i przeciwgoraczkowym) [183]. Ponadto,
badania innych naukowcow dowiodly, Ze nanoemulsje zawierajace np. D-limonen byty
skutecznymi no$nikami w podawaniu przezskornym [169, 184].

Stopien zaawansowania nowotworu, jak rowniez opornos¢ komorek nowotworowych
na konwencjonalnie stosowane chemioterapeutyki powoduja poszukiwanie przez naukowcow
nowych terapii przeciwnowotworowych [185]. Jak wcze$niej wspomniano, monoterpeny,
takie jak m.in. a-pinen, cytral, geraniol oraz limonen odznaczajg si¢ silnymi wtasciwosciami
antyproliferacyjnymi [186] i przeciwnowotworowymi [187, 188], dlatego wydaja si¢ by¢
idealnymi naturalnymi ,,lekami” [189] do farmaceutycznego opracowania nowych terapii
przeciwnowotworowych. Najnowsze badania z enkapsulacja linalolu wykazaty, ze pomimo
stabej rozpuszczalnosci w wodzie 1 wysokiej lotno$ci tego monoterpenu, jego enkapsulacja
spowodowata zwigkszenie przepuszczalno$ci 1 retencje leku, ograniczajac efekty
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cytotoksyczne w normalnych (zdrowych) komoérkach, a w konsekwencji zwigkszajac stezenie
linalolu w tkance docelowej [190, 191].

Grupa naukowcow Han, Cho i in. (2016) jako jedna z pierwszych podje¢ta probe
enkapsulacji linalolu w nanoczastki lipidowe, a nastgpnie przeprowadzita testy cytotoksyczne
i proapoptotyczne w komoérkach nablonkowego raka jajnika (ang. Epithelial Ovarian Cancer,
EOC) [190]. Okazato si¢, ze linalol zwigkszal wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS) w komorkach EOC. W rezultacic potencjat blonowy
mitochondriow zostal zmniejszony, a z kolei nastgpit wzrost poziomu kaspazy-3 indukujace;j
apoptoze¢, a w konsekwencji $mier¢ komorek rakowych.

W modelach in vivo polaczenie linalol-nanoczastki lipidowe z konwencjonalnym
srodkiem chemioterapeutycznym, takim jak np. paklitaksel (organiczny zwigzek chemiczny
z grupy alkaloidow terpenowych typu taksandw o dzialaniu cytostatycznym, nalezacy
do grupy lekéw przeciwnowotworowych), prowadzi do zmniejszenia masy nowotworu [190,
192].

2.4.2. Enkapsulacja retinolu w nanoczastki lipidowe

Retinol (akseroftol; CyoH29OH; rys. 18), bedacy alkoholem zaliczanym do grupy
karotenoidow, pelni razem z innymi retinoidami funkcje witaminy A; oraz znajduje
zastosowanie w wielu preparatach stosowanych na skorg [193, 194]. Retinol i retinoidy naleza
do jednych z najbardziej skutecznych substancji opozniajacych procesy starzenia skory.
Stosowanie retinolu pobudza aktywno$¢ 1 zwicksza liczbe fibroblastow w skorze,
co przektada si¢ w konsekwencji na zwigkszenie jej elastyczno$ci. Ponadto, retinol pobudza
produkcje wlokien kolagenowych, zapewniajagc tym samym skorze sprezystos¢ i miody
wyglad. Ten organiczny zwigzek chemiczny jest powszechnie stosowany w przemysle
kosmetycznym m.in. w preparatach anti-aging oraz w kremach na noc i na dzien [194].

H3C CH3 CH3 CH3

\\\\OH

CH,
Rysunek 18. Wzor strukturalny retinolu.

Rozpuszczalne w thuszczach witaminy, takie jak witamina A; maja korzystny wplyw na
ludzkie zdrowie. Retinol dostarczany jest gtownie z pozywieniem. W farmakologicznych
dawkach moze by¢ stosowany w leczeniu chorob skory i proceséw starzenia. Aby zapobiec
chemicznej degradacji substancji czynnej, postanowiono dokona¢ enkapsulacji retinolu
w nanoczgstki lipidowe [48]. Ponadto, nie bez znaczenia jest takze sposob podania substancji
czynnej (doustnie w postaci m.in. tabletek; przezskornie w postaci plastrow; itp.), od ktorego
zalezy inna wielko$¢ czastek oraz inny profilu uwalniania. Enkapsulacja retinolu
W nanoczgstki lipidowe pozwolitaby na transport przezskorny i wykorzystanie wiasciwosci
tego skladnika w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym [195]. Z uwagi na
hydrofilowy charakter czasteczki, mozliwa jest jedynie Synteza SLN inkorporowanych
retinolem [196, 197]. Dlatego tez, w 2007 r. grupa badawcza profesora Miillera opracowata
metodologie inkorporowania do matrycy lipidowej (drug-enriched shell) - palmitynianu
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retinylu, bedacego najtagodniejsza forma witaminy A1 W postaci estrowej [76]. Warto dodac,
ze palmitynian retinylu byt pierwsza substancja czynna, dla ktorej podjeto proby enkapsulacji
w NLC [48]. Naukowcy dowiedli jednak wowczas, ze dla utrzymania dobrej stabilno$ci
chemicznej tej substancji czynnej [198, 199], maksymalna pojemno$¢ zatadunkowa wynosita
zaledwie 1% [76]. Obecnie, prowadzone sa liczne badania nad zwigkszeniem pojemnosci
zatadunkowej NLC inkorporowanych roztworami retinolu w estrach tlhuszczowych
(najpowszechniej stosuje si¢ roztwor krysztatlow trans-retinolu w estrach tluszczowych
sorbitanu) [200], jak rowniez nad enkapsulacjg jego pochodnych, jak np. tretynoiny (kwasu
trans-retinowego) [201].

2.4.3. Enkapsulacja koenzymu Q1o w nanoczastki lipidowe

Koenzym Q1o (Ubichinon, CoQio; CsgHgoOy4; rys. 19) to organiczny zwigzek chemiczny
Z grupy chinonéw, ktéry odpowiada za przenoszenie elektronow w tancuchu oddechowym.
CoQyp obecny jest w mitochondriach komorek roslinnych i zwierzgcych [202]. Ubichinon,
obecny w mitochondriach cztowieka, posiada tancuch boczny zbudowany z 10 jednostek
izoprenowych. W kosmetyce CoQ1o znany jest jako silny przeciwutleniacz, ktory skutecznie
usuwa takze zalegajace w organizmie trucizny [203]. Najefektywniejsze odtruwanie komorek
z toksyn zachodzi w potaczeniu CoQjo z witaming E (a-tokoferol) [204].

Rysunek 19. Wzor strukturalny koenzymu Q1.

Koenzym Qs byt jedng z pierwszych substancji aktywnych inkorporowanych do NLC
[205]. Warto doda¢, ze w pazdzierniku 2005 r. naukowcy opatentowali enkapsulacje CoQ1o
W NLC oraz z sukcesem wdrozyli na rynek kosmetyczny pierwszy krem, zawierajacy
w swym skladzie nanostrukturalne nosniki lipidowe [76]. Innowacyjny produkt o nazwie
Cutanova Nanorepair Qjo Cream nalezal do firmy Dr. Rimpler GmbH (Niemcy),
a przeprowadzone badania in vivo wykazaty, ze po 7 dniach stosowania tego produktu
nastgpit znaczacy wzrost nawilzenia skory [203]. Ponadto, po 28 dniach stosowania kremu
Cutanova Nanorepair Qi otrzymano wyzsze wyniki stopnia nawilzenia w poréwnaniu
do kremu stanowigcego probe kontrolng [203, 205]. Z kolei inne badania, dotyczace
transportu koenzymu Qo wykazaly, ze przy uzyciu nanoczgstek o rozmiarze 230 nm
przenikanie substancji aktywnej przez skore bylo zadowalajace, jednak zmniejszenie
rozmiaru czgstetk do 80 nm stanowczo polepszyto otrzymane wyniki. Oprocz tego
udowodniono, ze dzigki zastosowaniu NLC zostaje zwigkszona nie tylko penetracja przez
skore koenzymu Q19, ale takze ogolna stabilno$¢ fizykochemiczna emulsji [203].
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2.4.4. Enkapsulacja a-tokoferolu w nanoczastki lipidowe

a-Tokoferol (a-T, 5,7,8-trimetylotokol; CaoHs002; rys. 20), bedacy najbardziej
biologicznie aktywng formg witaminy E, jest silnym przeciwutleniaczem lipofilowym, ktory
zapobiega powstawaniu chorob przewlektych spowodowanych stresem oksydacyjnym [206].
a-Tokoferol jest odporny na dziatanie wysokich temperatur, natomiast ulega rozktadowi pod
wplywem S$wiatta i tlenu [207]. W strukturze o-tokoferolu kluczowa rolg petnig trzy
dodatkowe grupy —CHj; (w potozeniach 5, 7 i 8 pierScienia), warunkujgce aktywnos$¢
biologiczng. a-Tokoferol wykazuje znaczace dziatanie fotoprotekcyjne, a takze stymulujace
synteze kolagen [208]. Ponadto, witamina E wspomaga gojenie si¢ ran i nawilza skore, dzigki
czemu znajduje zastosowanie w leczeniu atopowego zapalenia skory [206, 207].

Rysunek 20. Wzor strukturalny a-tokoferolu.

Dotychczas naukowcy podjeli proby enkapsulacji a-tokoferolu w nanostrukturalne
nos$niki lipidowe za pomoca m.in. techniki z wykorzystaniem kontaktora membranowego
[209]. Srednia wiclko$é otrzymanych nanoczastek wynosita 253 nm. Efektywnosé
enkapsulacji a-tokoferolu zbadano za pomocg techniki HPLC po uplywie 3 i 6 miesigcy
od dnia syntezy. Okazalo si¢, ze 96% wag. analizowanej substancji aktywnej wcigz
znajdowata si¢ w NLC po 3 miesigcach oraz 89% wag. po 6 miesigcach od dnia syntezy,
co $wiadczylo o wysokiej stabilno$ci otrzymanych nanoczastek lipidowych inkorporowanych
a-tokoferolem [209].

Z kolei naukowcy A Laouini i in. (2012) z Uniwersytetu Claude Bernard Lyon
we Francji przeprowadzili skuteczng enkapsulacje witaminy E w SLN. Otrzymane
nanoczgstki charakteryzowal m.in. wysoki potencjat zeta, §wiadczacy o dobrej stabilnos$ci
probek. Za pomocg obrazu uzyskanego przy uzyciu mikroskopu elektronowego
zaobserwowano kulisty ksztalt czastek oraz brak zjawiska agregacji [210].

W tym samym roku, inna grupa badawcza probowala otrzymaé nanoczastki lipidowe
inkorporowane a-tokoferolem z wykorzystaniem metody nanostracania, ktéra polegata na
przeprowadzeniu wstepnej dyspersji polimeru. Proces ten zachodzit na skutek ,,0sadzenia si¢”
polimeru na granicy faz woda/lipid. Otrzymane ta metoda nanoczastki okazaly si¢ stabilne
(rowniez po 3 i 6 miesigcach od dnia syntezy), a $rednica czastek mieScita si¢ w granicach
160 nm [211].

2.5. Metody otrzymywania SLN i NLC

Proces syntezy NLC przebiega doktadnie tak samo jak proces syntezy SLN [212]. Staty
lipid, badZz mieszanina lipidow zostaje stopiona, a nastgpnie dodaje si¢ substancj¢ aktywna
0 okreslonych wtasciwosciach farmaceutycznych badZ kosmetycznych, rozpuszczajaca sig¢
w fazie tluszczowej. W kolejnym etapie, podczas nieustannego mieszania na mieszadle
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magnetycznym, faza lipidowa zostaje rozproszona w goragcym, wodnym roztworze
emulgatora (czyli odpowiednio dobranego surfaktantu). Temperatury fazy lipidowej i fazy
wodnej powinny byé zblizone i mieéci¢ si¢ w granicy 5 —10°C powyzej temperatury
topnienia stalego lipidu. Otrzymang preemulsje poddaje si¢ procesowi homogenizacji
wysokocisnieniowej, otrzymujac tym samym gorgcg nanoemulsje. Czasami ten etap
poprzedzony jest dodatkowo homogenizacjg wysokoobrotowg (ang. Ultra-Turrax, UT),
w celu utatwienia dalszych proceséw homogenizacji. W etapie koncowym, na skutek
chtodzenia nano-zawiesiny, jej krople krystalizujg tworzgc tym samym nanoczastki lipidowe.
W zalezno$ci od materialow wyjsciowych otrzymuje si¢ SLN lub NLC [76].

Za najskuteczniejszg metode otrzymywania nanoczastek lipidowych uwaza si¢ obecnie
homogenizacj¢ wysokoci$nieniowa (ang. High Pressure Homogenization, HPH) [123].
Wsrdd innych mniej skomplikowanych i mniej kosztownych technik metod do syntezy SLN
I NLC nalezy wymieni¢ metode mikroemulsji, metode z wykorzystaniem ultradzwigkow,
metod¢ odparowania rozpuszczalnika czy metode z uzyciem kontaktora membranowego.
Jednak z czasem wszystkie te techniki wykazaty szereg wad i okazaly si¢ znacznie mniej
skuteczne niz HPH [69].

2.5.1. Homogenizacja wysokocisnieniowa (HPH)

Jedng z najskuteczniejszych metod, wykorzystywang do syntezy nanoczgstek
lipidowych jest homogenizacja wysokoci$nieniowa (ang. High Pressure Homogenization,
HPH) [123]. Przed przystgpieniem do HPH, za pomoca homogenizatora wysokoobrotowego
Ultra-Turrax® T25 przygotowuje si¢ wezesniej tzw. emulsje wstepna (preemulsje lipidow),
zwang takze makroemulsja, w celu zwigkszenia wydajnosci procesu syntezy nanoczastek
lipidowych. Zasada dziatania tego urzadzenia oparta jest o technologie¢ rotor-stator, dzieki
ktorej dokonuje si¢ rozdrabniania preparatow o objetosci nawet do 2000 ml przy
predkosciach od 3 400 do 24 000 obrotow na minute. Optymalna predkos¢ obwodowa uktadu
rotor-stator miesci si¢ zazwyczaj w zakresie 10-24 m/s [60]. Tym samym, na skutek dziatania
wysokiej predkosci obrotowej rotora, dyspergowana emulsja zasysana jest przez koncowke
homogenizatora, a nastgpnie zostaje przetloczona przez szczeliny uktadu rotor-stator.
W rezultacie wszystkie sktadniki poddane zostaja silnemu dziataniu sit tnacych, a powstate
w nastepstwie duzych predkosci turbulencje doprowadzaja do doktadnego wymieszania
emulsji. Na jako$¢ produktu koncowego wptywa w duzym stopniu jako$¢ emulsji wstepne;j.

Otrzymana tym sposobem makroemulsja lipidowa zostaje nastgpnie poddana
dziataniom wysokiego ci$nienia za pomocg homogenizacji wysokoci$nieniowej [213]. Zasada
dziatania tego procesu polega na przettaczaniu preemulsji przez szczeling urzadzenia pod
cisnieniem od 300 do nawet 2 000 bar (w zalezno$ci o rodzaju HPH). W ten sposéb, na
skutek dziatania wysokiego ci$nienia, makroczastki ulegaja rozdrobnieniu do wielkosci
nanometrycznych (rys. 21). Dodatkowo, oprocz otrzymania niewielkich rozmiarow czastek,
za pomocg wysokiego ci$nienia mozliwa jest sterylizacja oraz eliminacja komorek bakterii
obecnych w emulsji. Srednia wielko$¢ otrzymywanych nanoczastek zalezy nie tylko od
wielko$ci uzytego cis$nienia, ale réwniez od wielokrotnosci powtarzanych cykli, rodzaju
I iloci uzytych lipidow oraz emulgatorow [214].
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Rysunek 21. Schemat pracy homogenizatora — otrzymywanie nanoczgstek
[Na podstawie materiatow szkoleniowych firmy Gea Niro Soavi Poland].

Obecnie  istnieje  kilka  typow  homogenizatorow  wysokocisnieniowych,
wykorzystywanych do celow laboratoryjnych i przemystowych. Ich nadrzgdnym zadaniem
jest doktadne wymieszanie dwoch faz emulsji, a przede wszystkim zmniejszenie rozmiarOw
czastek kropel fazy zdyspergowanej. W rezultacie otrzymywana jest stabilna nanoemulsja.

Homogenizator wysokoci$nieniowy sklada si¢ na ogoét z zaworu homogenizujacego
oraz z pompy ttokowej. Zawor posiada dwie glowice: gorng i dolng, ktore na skutek
przytozenia odpowiedniej sity tworza szczeling, przez ktdrg nastgpnie przetlaczany jest
produkt poddany procesowi homogenizacji. Otrzymane jednoczes$nie przy tym wysokie
cisnienie jest tym wieksze, im wezsza jest wytworzona szczelina. Najstarszym, a zarazem
jednym z najskuteczniejszych tego typu urzadzen jest homogenizator ttokowo—szczelinowy
(rys. 22).

nanozawiesina

szczelina
homogenizatora

makrozawiesina

Rysunek 22. Homogenizator ttokowo-szczelinowy Micron LAB 40 (APV-Gaulin; po lewej)

[Zdjecie wykonane w Freie Universitéit Berlin]. Zasada dziatania homogenizatora (po prawej)
[215].
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Inne typy homogenizatorow moga by¢ zaopatrzone np. w pompg wysokocisnieniowa,
nap¢dzang powietrzem/gazem, ktéra umozliwia homogenizacj¢ makroemulsji. Przyktadem
tego typu aparatu moze byé homogenizator EmulsiFlex®-C3 (Avestin), powszechnie
stosowany w pracowniach naukowych na calym $wiecie.

Z kolei jednymi z najnowszych aparatow dostepnych obecnie na rynku sg
homogenizatory GEA (Panda Plus 2 000 czy Ariete 5400 — odznaczajgcy si¢ potwierdzona
badaniami najwyzsza wydajnoscig na swiecie). Kazdy z homogenizatorow GEA sklada si¢
z dwoch podstawowych elementow, tj. bloku sprezajacego, umozliwiajacego pompie
tlokowej wytwarzanie wysokiego ci$nienia oraz zaworu homogenizujacego, ktéry odpowiada
za mikronizacj¢ rozproszonych czastek (rys. 23). Wielko$¢ otrzymanych czastek (rzedu
mikro- lub nanometrow) zalezy od wtasciwosci emulsji i zamierzonych rezultatow.

zawor homogenizujacy

nanozawiesina ==

glowica
homogenizujaca

strefa
homogenizacji 1

makrozawiesina

Rysunek 23. Homogenizator Panda Plus 2000 (GEA, Polska) [Zdj¢cie urzadzenia wykonane
na Wydziale Chemii UAM w Poznaniu]. Schemat pracy homogenizatora opracowano
na podstawie materiatow szkoleniowych firmy Gea Niro Soavi Poland.

25.1.1. Rodzaje homogenizacji wysokocisnieniowej

Homogenizacja wysokoci$nieniowa, uznawana obecnie za jedng z najskuteczniejszych
a zarazem najszybszych metod do syntezy SLN i NLC, zapewnia niezwyklg tatwosc¢
w sprawnym przeprowadzaniu syntezy nanoczastek na duzg skale [212]. Przepuszczane przez
bardzo cienkie rurki o Srednicy kilku mikronow ciecze, maja mozliwos¢ osiggnigcia bardzo
wysokich predkosci (do ponad 1 000 km/h) na bardzo krotkich dystansach [215]. Typowa
wykorzystywana zawarto$¢ lipidu wynosi od 5 do 10% wag. i nie stwarza zadnych trudnosci
dla homogenizatora [216].

Istnieja dwa rodzaje homogenizacji wysokocisnieniowej: na zimno i na gorgco. Oba
rodzaje HPH, schematycznie przedstawione na rysunku 24, majg taki sam etap
przygotowawczy, w ktorym skladnik aktywny wprowadzany jest do lipidow poprzez
rozpuszczenie lub rozproszenie substancji w ciektej masie lipidowej. Zasadniczg roznica
pomigdzy procesami jest etap wystepujacy w homogenizacji na zimno, w ktorym stopiona
mieszanina lipidow wraz ze sktadnikiem aktywnym ulegaja ochlodzeniu i rozdrobnieniu
przed dodaniem do zimnego roztworu surfaktantu. Z kolei w procesie na gorgco, stopiona
mieszanina lipidéw ze sktadnikiem aktywnym zostaje bezposrednio dodana do goracego
roztworu surfaktantu. Homogenizacja wysokocisnieniowa na zimno jest metoda
wykorzystywang w przypadku substancji wrazliwych na wysoka temperature oraz substancji
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hydrofilowych, ktére w procesie homogenizacji na goragco mogg przechodzi¢ z fazy lipidowe;j
do fazy wodnej [217].

4 \/ A

suhstanqa aktywna

chiodzenie ) ' h 4 i
stopiona mieszanina
l rozdrobnienie stalych lipidéw ]
[ mikroczastki lipidowe ] rozproszenie
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mieszanie mieszanie

k 4 4
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[ homogenizacja wysokoci$nieniowa ]
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[ nanoczastki lipidowe I /

Rysunek 24. Poréwnanie homogenizacji wysokoci$nieniowej na zimno i na gorgco [54].

= Homogenizacja wysokociSnieniowa na zimno polega na chlodzeniu mieszaniny
stopionych wczesniej lipidow wraz z dodatkiem sktadnika aktywnego 1 w rezultacie
zestalona masa lipidowa rozdrabniania jest na mikroczastki, ktore z kolei zostaja
zdyspergowane w zimnym roztworze surfaktantu. Nastgpnym etapem tego procesu jest
przeprowadzanie homogenizacji wysokocisnieniowej pod ci$nieniem 1 500 bar, ktéra
skutkuje otrzymaniem nanoczgstek. Stosujac ten rodzaj HPH wazne jest kontrolowanie
wzrostu temperatury, utrzymujacej stan staly lipidéw. Homogenizacja wysokocisnieniowa
na zimno powstala w celu uniknigcia trzech problemow, dotyczacych homogenizacji na
goraco, a mianowicie: rozpadu substancji czynnej spowodowanego wysoka temperatura,
rozkladu substancji czynnej w fazie wodnej oraz zlozonej krystalizacji nanoemuls;ji
prowadzacej do wielu modyfikacji.

= Homogenizacja wysokociSnieniowa na gorgco polega na stapianiu lipidow podgrzanych
do temperatury 0 5 — 10 °C wyzszej niz wynosi tzw. punkt topnienia (ang. melting point)
charakterystyczny dla danego lipidu statego. Nastepnie, do tak przygotowanej fazy
lipidowej dodaje si¢ sktadnik aktywny, wykazujacy wiasciwosci lipofilowe 1 niewrazliwy
na dzialanie wysokiej temperatury [214]. Jednocze$nie w tej samej temperaturze nalezy
podgrzewa¢ wodny roztwor emulgatora po to, aby kolejno modc polaczy¢ obie fazy
(lipidowa 1 wodna) i podda¢ je dziataniu mieszadta szybkoobrotowego UT. W ten sposob
uzyskuje si¢ zdyspergowang makrozawiesing, ktdra poddaje si¢ dziataniu wysokiego
cisnienia. W homogenizacji wysokocisnieniowej na gorgco, najczesciej stosuje si¢
cie$nienie w granicach 500 — 800 bar, a caly proces przeprowadzany jest przynajmniej
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dwu- lub trzykrotnie. Maksymalna liczba powtarzanych cykli zalezy od poczatkowo
przygotowanej objetosci mieszaniny wodno-lipidowej. Koncowym etapem procesu
homogenizacji jest chtodzenie do temperatury pokojowej badz nizszej, w wyniku ktoérego
powstaje nanozawiesina.

2.5.2. Inne mozliwe metody syntezy SLN i NLC

Otrzymywanie nanoczastek lipidowych moze by¢ prowadzone za pomocg roéznych
metod. Oprécz techniki HPH, w syntezie nanoczastek znalazty zastosowanie:

» Metoda mikroemulgowania, ktorej istota jest rozcienczenie mikroemulsji. Aby uzyskac
mikroemulsje, zawierajaca stale w temperaturze pokojowej lipidy, temperatur¢ procesu
nalezy utrzymac¢ na poziomie wyzszym niz temperatura topnienia danego lipidu. Stopione
lipidy mieszane sg nast¢pnie z woda, podczas gdy emulgatory (takie jak np. Polisorbat 20,
lecytyna sojowa) lub koemulgatory (alkohole np. butanol) podgrzewa si¢ do temperatury
lipidow, a nastepnie cato$¢ miesza si¢ w tagodnych warunkach az do momentu otrzymania
stabilnego termodynamicznie, przezroczystego kompleksu. Ciepto mikroemuls;ji,
dyspergowanej w wodzie o temperaturze okoto 2 lub 3 °C, rozprasza si¢ podczas ciaglego
mieszania mechanicznego, ktore zapewnia otrzymanie czastek o niewielkich rozmiarach.
Krople te maja zwykle wielkos¢ kilkuset nanometrow. Stosunek goracej mikroemuls;ji
do schtodzonej wody powinien wynosi¢ od 1:25 do 1:50 [82].

» Metoda emulgowania i odparowania rozpuszczalnika, bedaca jedna z pierwszych
metod syntezy nanoczastek lipidowych [218], polega na zmieszaniu fazy lipidowej,
rozpuszczonej w niemieszajacym si¢ z woda rozpuszczalniku organicznym, takim jak np.
cykloheksan, ktory jest emulgowany w fazie wodnej. Podczas odparowywania
rozpuszczalnika (pod ci$nieniem obnizonym do okoto 0,04 — 0,06 bar) lipidy rozpuszczaja
si¢ w fazie wodnej, tworzac zawiesing nanoczastek. Srednia wielko§¢ otrzymanych czastek
zalezy od stezenia lipidow w fazie organicznej. Niewatpliwg zaleta tej metody jest
unikanie wysokich temperatur. Natomiast wsrod najwigkszych wad wymienia si¢: mozliwe
pozostatosci rozpuszczalnika organicznego, rozktady polidyspersyjne, energochtonno$c
procesu [68, 82].

* Metoda z uzyciem kontaktora membranowego, coraz rzadziej wykorzystywana
do syntezy SLN/NLC na skale przemystowa [68], pomimo mozliwo$ci kontrolowania
wielkosci nanoczastek poprzez odpowiedni dobor parametréow przyrzadu. W tej metodzie,
faza lipidowa przepychana jest przez pory membrany w temperaturze wyzszej
od temperatury topnienia danego lipidu w celu wytworzenia kropli lipidowych. Otrzymane
krople s3 nastgpnie oddzielane od poréw membrany przez faz¢ wodna przeplywajaca
w kierunku stycznym w stosunku do powierzchni membrany. Nanoczastki lipidowe
powstajag w wyniku stopniowego ochtadzania mieszaniny, najpierw do temperatury ponizej
temperatury topnienia lipidow, a nastgpnie do temperatury pokojowe;.

Warto zaznaczy¢, ze w rezultacie wielko$¢ otrzymywanych nanoczastek zalezy w duzej
mierze od rodzaju zastosowanej metody, co schematycznie przedstawiono na rysunku 25.
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Rysunek 25. Wielkosci nanoczastek lipidowych w zaleznos$ci od stosowanej metody syntezy
[219].

2.6. Najwazniejsze metody statystyczne i fizykochemiczne stosowane do
optymalizacji i charakterystyki otrzymanych nanoczastek lipidowych

Strategie optymalizacji to procedury, za pomoca ktorych znajduje si¢ optymalne
warunki (parametry) procesu lub metody analitycznej, bioragc pod uwage wiele czynnikow lub
zmiennych niezaleznych (m.in. ilo$¢ statego/ciektego lipidu, ilo§¢ surfaktantu) [220]. Mianem
czynnikow okresla si¢ parametry, ktére mozna ustawi¢ na danych poziomach (takich jak np.
stezenie sktadnikow lub czas homogenizacji), majacych wptyw na zmienng zalezna (Srednia
wielkos¢ czgstek, wspotczynnik polidyspersyjnosci, potencjat zeta itp.). To one odpowiadaja
za wynik metody lub procedury. Ztozone systemy zwykle wymagaja podejScia
wielowymiarowego, w ktorym wystepuje kilka zréznicowanych pod wieloma wzgledami
czynnikow. W przemysle, podstawowym celem jest z reguty uzyskanie maksymalnej ilo$ci
wynikéw opisujacych czynniki wplywajace na proces produkcji, dodatkowo przy jak
najmniejszej liczbie pomiarow (koszty) [221].

2.6.1. Dobor lipidow

Odpowiedni dobor lipidow (ang. lipid screening) to jeden z najistotniejszych etapow
poprzedzajacych synteze nanoczgstek lipidowych. Jego glownym celem jest wybor
najbardziej jednorodnej mieszaniny, ktéorego dokonuje si¢ na podstawie obserwacji
rozpuszczalnoséci inkorporowanej substancji czynnej w okreslonym lipidzie, zmieszanych
ze sobg w optymalnym stosunku: substancja czynna/staty lipid. Innym mozliwym sposobem
na dokonanie wyboru wiasciwego lipidu jest obserwacja mieszaniny wybranego lipidu
I substancji czynnej (po zmieszaniu ich z wodg) z wykorzystaniem mikroskopu optycznego.
Energiczne mieszanie, ktéremu towarzysza mechanizmy dyfuzji wystgpujace na granicy
woda/preparat moga wskazywaé na skuteczng emulgacje [222].
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2.6.2. Analiza statystyczna: projekt czynnikowy 22

Przed przystapieniem do syntezy nanoczastek lipidowych, warto wykona¢ takze analize
statystyczng [223, 224], tzw. badanie przesiewowe czynnikow (ang. screening factors) — tzn.
lipidow, co umozliwi dobor optymalnych parametréw syntezy [220, 223]. Jedng z najbardziej
podstawowych analiz statystycznych jest projekt czynnikowy 22 zlozony z dwoéch
czynnikoéw: A i B, badanych na dwoch poziomach [224]. Dla pojedynczego cyklu projektu 22,
wymagane jest przeprowadzenie czterech wariantow badawczych (powtdrzen), w celu
zbadania zalezno$ci pomiedzy wszystkimi czynnikami i poziomami: A, B oraz
oddziatywaniami tworzacymi interakcyjny charakter AB [225]. Wszystkie mozliwe
powtorzenia przedstawia tabela 9. Poziomy zawieraja odpowiednio wartosci nizsze (—1) oraz
wyzsze (+1), stanowigce tym samym kolumny ortogonalne.

Tabela 9. Experimental Factorial Design - projekt czynnikowy 22 [225].

Ilo$¢ powtorzen | Mozliwa kombinacja | | | A | B | AB
1 I +1|-1]-1] +1
2 A +1|+1]-1| -1
3 B +1|-1]+1| -1
4 AB +1 | +1 | +1 | +1

Ponadto, projekt czynnikowy 2? mozna réwniez przedstawi¢ sposobem geometrycznym
za pomoca kwadratu, ktérego cztery narozniki stanowi¢ beda cztery mozliwe warianty
badawcze (rys. 26). W tym wypadku, zalezno$ci pomi¢dzy dwoma czynnikami A i B
ponownie rozpatruje si¢ na dwoch poziomach [225]. Poziom dolny zawiera odpowiednio
wartos$ci nizsze (—1), natomiast poziom gorny obejmuje wartosci wyzsze (+1), dajac tym
samym cztery rézne kombinacje.

(-1,+1) (+1,+1)
+1 |- @ ®

czynnik B

-L-D +1,-1)

czynnik A
Rysunek 26. Projekt czynnikowy 22 w ujeciu geometrycznym [225].

Poszczegdlne wartosci matrycy projektowej uzyskuje si¢ przez pomnozenie wartosci
dla kazdego z czynnikow, np. dla eksperymentu (-1, —1), warto$¢ interakcji wynosi:
(1) x (1) = (+1). W ten sposob mozliwe jest zestawienie wszystkich interakcji
zachodzacych na poszczegdlnych poziomach [224, 226].
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2.6.3. Metody statystyczne

Test nieparametryczny analizy wariancji (ang. Analysis of Variance, ANOVA) jest
metodg statystyczng [227], ktéra pomaga oszacowaé prawdopodobienstwo, z jakim
wyodrebnione czynniki mogg by¢ powodem rdéznic migdzy obserwowanymi $rednimi
grupowymi [223]. Wpltyw czynnikow zaleznych na czynniki niezalezne przedstawia si¢ za
pomoca diagramu Pareto (ang. Pareto Chart, Pareto Diagram), nazywanego niekiedy
rowniez diagramem Pareto-Lorenza. Jest to rodzaj wykresu, zawierajacego zarowno stupki
lub tez wykres liniowy [228]. Stupki pokazuja wartosci w porzadku malejagcym, natomiast
wykres liniowy przedstawia skumulowane sumy kazdej kategorii od lewej do prawej [223].
Wedhlug danych literaturowych, istotno$¢ statystyczna ustalana jest najczg¢sciej w zakresie
od 80% (a = 0,20) do 95% (o =0,05) [223, 229], chociaz w wielu dziedzinach badan jako
typowa warto$¢ graniczng poziomu istotnosci przyjmuje si¢ o = 0,05 [229]. Tréjwymiarowy
(3D) wykres powierzchniowy dopasowanej odpowiedzi (ang. response surface plot) ukazuje
powierzchni¢ odpowiedzi tworzong przez odpowiednio dopasowany model [230].
Dopasowanie (adekwatno$¢, zgodno$¢) moze by¢ najlepiej uwidocznione zar6wno na
wykresach warstwicowych (dwuwymiarowych, 2D), jak i na wykresach przestrzennych
powierzchni (trojwymiarowych, 3D) w odpowiedzi dla wyznaczonego modelu [231, 232].

2.6.4. Spektroskopia korelacji fotonow (PCS)

W celu okreslenia $redniej wielko$ci otrzymanych nanoczastek lipidowych stosuje si¢
spektroskopie korelacji fotonow (ang. Photon Correlation Spectroscopy, PCS), nazywana
zamiennie metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS)
Zuwagi na zdolno$¢ do mierzenia fluktuacji intensywnosci rozproszonego S$wiatla, ktore
wywotywane jest na skutek ruchu czastek. Metoda ta obejmuje zakres wielkosci czgstek od
kilku nanometrow do okolo 3 mikronow 1 jest powszechnie uwazana za jedng
z najskuteczniejszych technik stosowanych do okreslania rozmiarow nanoczastek [233].

Zasada pomiaru dla probki analizowanej za pomoca urzadzenia Zetasizer Nano ZS
polega na przejsciu przez nig $wiatla lasera, ktdre nastepnie ulega rozproszeniu i rejestrowane
jest przez detektor. Sygnatl odbierany przez detektor, ulega nieustannym zmianom na skutek
dziatajacych ruchow Browna, ktorym podlegaja czastki [233]. Za pomoca tej metody,
zmierzona zostaje takze szybko$¢ poruszania si¢ czastek, a nastgpnie obliczany jest rozktad
wielkosci czastek z wykorzystaniem rownania Stokesa-Einsteina [234].

W celu zwigkszenia objetosci probki oswietlonej przez laser, a tym samym zapewnieniu
az 8-krotnego wzrostu objetosci pomiaru (w porownaniu do ustawienia detektora pod katem
90°), Zetasizer Nano ZS stosuje opatentowang technike nieinwazyjnego rozproszenia
wstecznego (ang. Non-Invasive Back Scattering, NIBS), w ktorej $wiatlo rozproszone przez
probke mierzone jest pod katem rozproszenia wstecznego o 173° [234] (rys. 27).
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Rysunek 27. Poréwnanie objeto$ci pomiaru dla ustawienia detektora pod katem 90° i 173°
(po lewej) w urzadzeniu Zetasizer Nano ZS firmy Malvern Instruments (po prawej).

Oprocz wielkos$ci czastek, z wykorzystaniem Zetasizera Nano ZS dokonuje si¢
jednoczesnego pomiaru tzw. wspotczynnika polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index,
PDI), ktory dla stabilnych emulsji powinien miesci¢ si¢ w granicach 0-0,30 j.u.
Wspdtezynnik PDI oznacza stopien dyspersyjnosci, czyli statystyczny rozrzut masy czastek
[235]. Dyspersyjnos¢, oznaczana symbolem D, odnosi si¢ do masy czasteczkowej oraz do
stopnia polimeryzacji. Obliczana jest ona poprzez dzielenie $redniej masy czasteczkowej
(Mw) przez srednig mas¢ molowa (Mn), co wyrazane jest wzorem: b = Mw /Mn.

Im wigksza warto$¢ stopnia dyspersyjnosci tym wiekszy rozrzut mas, dlatego wazne
jest osiagniecie jak najmniejszych wartosci PDI, co roéwnoczesnie potwierdzi stabilnosé
badanej formulacji [234].

2.6.5. Dyfrakcja laserowa

Alternatywng metodg analityczng do PCS jest technika dyfraktometrii laserowej (ang.
Laser Diffraction, LD), stuzaca do pomiaru rozktadu wielkosci czastek. Analiz¢ rozktadu
wielkosci otrzymanych czastek przeprowadza si¢ za pomoca laserowego analizatora wielko$ci
czastek o nazwie Mastersizer 2 000 (nowsze wersje to 2 000 E lub 3 000). Metoda ta pozwala
zauwazy¢ niestabilno$¢ probki oraz sklonno$¢ do aglomeracji/agregacji czastek, dlatego tez
technika LD jest niezwykle istotna do wstepnej oceny trwatosci preparatu. Ponadto,
zastosowanie te] metody umozliwia otrzymanie powtarzalnych wynikow w stosunkowo
krotkim czasie. Zasada dziatania techniki dyfraktometrii laserowej polega na wykorzystaniu
zjawiska rozpraszania $wiatla laserowego na czgstkach badanej probki. Przyjmuje sie,
ze rozproszenie to jest determinowane wlasciwosciami optycznymi, strukturg przestrzenng
czastek, jak rowniez rozktadem ich wielkosci [236]. W dyfrakcji laserowej, wigzka $wiatta
przedostaje si¢ przez cele pomiarowa, a nastepnie zostaje rozproszona na czgstkach badanej
formulacji. Na skutek tego zjawiska, $wiatlo rozproszone i pomiar jego nat¢zenia zostaja
rozpoznane przez uktad detektorow rozpraszania wysokokatowego i w efekcie zebrane dane
pomiarowe sg kolejno przeliczane w oprogramowaniu urzadzenia na wielko$¢ czastek na
podstawie zalozen matematycznych — modelu Fraunhofera i teorii Mie [236]. Wyniki
otrzymuje si¢ w postaci roznych zakresow wielko$ci czastek, ktore okreslajg kolejno [99]:
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= d(0,1) — 10% udziatu objgtosciowego ma srednicg mniejszg niz otrzymana wartos$¢,

= d(0,5) — mediana, 50% udzialu objetosciowego ma $rednic¢ wicksza lub mniejszg niz
otrzymana wartosc,

= d(0,9) — 90% udziatu objgtosciowego ma $rednice mniejszg niz podana wartosc.

Metoda LD odznacza si¢ szerokim zakresem pomiarowym w zakresie 20 — 2 000 nm,
jak rowniez szybkimi pomiarami (wyniki sa generowane w ciggu 1-2 min) [4],
co umozliwia wykrycie potencjalnie wigkszych czastek, w analizowanym rozktadzie
wielko$ci [233]. Odpowiedni dobdr parametréw optycznych, w tym m.in. wspotczynnika
zalamania $wiatta (ang. Refractive Index, RI) czy absorpcji promieniowania przyczynia si¢
do uzyskania wiarygodnych wynikow pomiarowych [236].

2.6.6. Potencjal zeta

Aby okresli¢ potencjalng stabilno$¢ otrzymanych nanoczastek lipidowych dokonuje si¢
pomiaru potencjatu zeta, bedacego jednym z kluczowych parametrow opisujacych proces
zachowania si¢ czastek w zawiesinie oraz shuzy do analizy wlasciwosci elektrostatycznych
zawiesin. Potencjatl zeta, oznaczany symbolem ( (ang. Zeta Potential, ZP) i wyrazany
w miliwoltach [mV], thumaczony jest czgsto jako potencjat elektryczny, wystepujacy na tzw.
ptaszczyznie poslizgu (granicy podwdjnej warstwy elektrycznej czastki, kontaktujacej si¢
Z otaczajacym ja elektrolitem) [237] (rys. 28). Celke napeinia si¢ zgodnie z zaleceniami
producenta, tj. do wysokosci pomigdzy 10 —15 mm (poziom minimalny stanowi ok. 1 mi
probki; zalecane minimum, czyli 10 mm mierzone jest od dna celki, a pomiar wykonywany
jest na wysokos$ci 8 mm). Przekroczenie warto$ci maksimum moze spowodowac pojawienie
si¢ gradientow termicznych w probcee, ktére przyczynityby si¢ do zmniejszenia doktadnosci
kontroli temperatury [238]. Otrzymana warto$¢ ZP oznacza stopien odpychania
elektrostatycznego mig¢dzy sgsiednimi, podobnie natadowanymi czastkami w dyspersji SLN

[4].

= podwojna warstwa elektryczna

+ y
: p aszczyzna pOS 1zgu
e

o

O

czastka o ujemnym tadunku powierzchniowym

warstwa Sterna ¢ warstwa dyfuzyjna

-100 . . .
potencjal powierzchni

\ potencjal Sterna
k
8

mV

potencjal zeta

odlegtos¢ od powierzchni czastki
Rysunek 28. Podwojna warstwa elektryczna [239].

Zasada pomiaru potencjatu zeta, mierzonego za pomocg urzadzenia Zetasizer Nano ZS,
polega na  wykorzystaniu  techniki  elektroforetycznego  rozpraszania  $wiatla
(ang. Electrophoretic Light Scattering, ELS), zwanej spektroskopia przesunigcia Dopplera
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(ang. Doppler Shift Spectroscopy) i bazujaca na dynamicznym rozpraszaniu Swiatta [240].
Technika ELS polega na wyznaczaniu ZP napodstawie pomiaréw elektroforetycznych,
zwigzanych z ruchliwos$cia czastek w polu elektrycznym, dla ktérych predkos¢ pomigdzy
elektrodami (wbudowanymi w celke pomiarowa) mierzona jest przy wykorzystaniu
efektu/zjawiska Dopplera (ang. Laser Doppler Velocimetry, LDV) [4, 237].

Zaktada si¢, ze badang probke mozna uzna¢ za stabilng, jezeli wartos¢ bezwzgledna
potencjatu zeta jest wigksza od [+ 30 mV|. Stabilno$¢ zawiesiny czgstek jest wypadkowa
sumy sit przyciaggajacych (van der Waalsa) i odpychajacych (elektrostatycznych), ktorym
poddawane sg czgstki wzajemnie zblizajgce si¢ do siebie [241]. Aby unikng¢ agregacji i tym
samym braku wystapienia procesu flokulacji, pomigdzy czastkami zawiesiny musi zachodzi¢
odpychanie. W przeciwnym razie, sily przyciggania wywotaja agregacje, a w konsekwencji
koagulacje czastek [60, 237].

2.6.7. Przyspieszona analiza stabilnoSci

W celu wykrycia wszelkich zjawisk niestabilno$ci otrzymywanych nanodyspersji, coraz
powszechniej stosowany jest analizator dyspersji znany jako LUMiSizer® (rys. 29). Bazujac
na tzw. analizie separacji odsrodkowej (ang. Centrifugal Separation Analysis, CSA)
urzadzenie to umozliwia wezesne wykrycie najczesciej powstajacych procesow, do ktérych
nalezy m.in. $mietanowanie, sedymentacja, flokulacja i koagulacja, dojrzewanie Ostwalda
(ang. Ostwald ripening), koalescencja czy inwersja faz [242], schematycznie przedstawionych
na rysunku 29. Ta wielofunkcyjna wiréwka analityczna, nazywana takze przyspieszong
analizg stabilnos$ci (ang. accelerated stability analysis), pozwala na obliczenie rozkladu
predkosci w polu wirowania, a takze rozktadu wielkosci czastek [243].

=i sedymentacja N

$mietanowanie flokulacja / koagulacja

O

= = : E =

inwersja faz — dojrzewanie Ostwalda
koalescencja

Rysunek 29. Mozliwe zjawiska niestabilno$ci dyspersji (po lewej) wykrywane za pomocg
analizatora dyspersji LUMiSizer® (po prawej) [244].

Zasada dziatania urzadzenia LUMiSizer® oparta jest na opatentowanym systemie
STEP-Technology® (ang. Space- and Time-resolved Extinction Profiles), ktory umozliwia
analize 12 roznych probek jednoczesnie ze stata lub zmienna sita odsrodkowa [245]. Swiatto
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bliskiej podczerwieni (ang. near-infrared, NIR) lub $wiatto niebieskie rownolegle pada na
cala probke, po czym transmitowane $wiatlo rejestrowane jest przez 2 087 czujnikow
detektora linii sprzezonej z tadunkiem (ang. Charge-Coupled Device Line — linia CCD)
(rys. 30) [246]. Uzyskany ksztalt i przebieg profili transmisyjnych zawiera informacje na
temat kinetyki procesu rozdzielania i ulatwia charakterystyke czastek. Zaktadajac sferyczny
ksztalt czastek, mozliwe jest zastosowanie nastepujgcego rownania 3:

k-r?=v, (3)

Rownanie 3 definiuje zalezno$¢ pomiedzy predkoscia sedymentacji, a kwadratem promienia
czastki, gdzie k jest stata, r — promieniem czastki, a v,,— predkoscia sedymentacji [242].

<«—— 7rodlo swiatla (NIR)

<«—— analizowana probka (1 ml)

....... <—— (detektor (CCD)

Rysunek 30. Schemat analizy probki za pomoca urzadzenia LUMiSizer™ [244].

Sledzac zmiany w transmisji $wiatta w dowolnej czesci probki lub tez ruch dowolne;
granicy faz, mozna porowna¢ 1 dokladnie przeanalizowa¢ ewentualne pojawienie si¢
wszelkich zjawisk niestabilnosci dla kazdej z analizowanych rownocze$nie probek. Ewolucja
profili transmisyjnych pozwala na analize¢ ich zachowania i stabilnosci w szerokim zakresie.

Za pomoca urzadzenia LUMiSizer® nastepuje natychmiastowe oszacowanie trwatosci
dyspersji w ich pierwotnym stezeniu, w minutach/godzinach zamiast miesiecy/lat [242].
Co wigcej, przyspieszenie odsrodkowe wywoluje roézne predkosci sedymentacji czastek
0 roznych zakresach wielkosci. Niestabilno$¢ zjawisk jest bezposrednio zwigzana z migracja
czastek (np. sedymentacja, flotacja) i zmianami w rozktadzie wielkosci czastek (np. z powodu
interakcji czastek) [242]. Badania polegajace na analizie krotko- i dlugoterminowej prowadzi
si¢ zazwycza] bezposrednio po syntezie nanoczastek, jak réwniez po uptywie czasu
(np. miesigca) przechowywania probek w réznych temperaturach (stabilno$¢ temperaturowa).
Naukowcy dowiedli bowiem, ze wybrane parametry, tj. czas przechowywania, temperatura
I Swiatlo, moga znaczaco wplywaé na stabilno$¢ nanodyspersji [106, 240]. W celu
rejestrowania ewolucji profili transmisyjnych i zjawisk niestabilno$ci urzadzenie wyposazone
jest w oprogramowanie SEPView®, ktére umozliwia rowniez poréwnywanie roznych probek
i dostarcza informacji o indeksie niestabilnosci (ang. instability index) dla kazdej badanej
probki [247].
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2.6.8. Szybko$¢ przenikania substancji aktywnej

Do okreslenia szybkosci przenikania substancji aktywnej przez skore, wykorzystuje si¢
najczesciej system komor dyfuzyjnych Franza (rys. 31), szczegdtowo opisanych w rozdziale
2.1.6.1.

Rysunek 31. System komor dyfuzyjnych Franza

[Zdj¢cie wykonane w Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, Portugalia].

2.6.9. Charakterystyka matrycy lipidowej

Badania przeprowadzone przez Bunjesa i Unruha wykazaty, Ze stosujac kombinacje
technik XRD 1 DSC, zapewnia si¢ najbardziej komplementarne informacje na temat
analizowanych preparatow, poniewaz obie techniki sg niezwykle przydatne do kompleksowej
charakteryzacji matrycy lipidowej, polimorfizmu lub zachowania fazowego nanoczastek,
zaleznego od np. wielko$¢ czastek lub sktadu chemicznego [248].

Analiza matrycy lipidowej nanoczastek lipidowych wymaga wczesniejszego poddania
probek procesowi liofilizacji (suszeniu sublimacyjnemu), bedacego procesem dehydratacji,
polegajacym na zamrozeniu probki pod wptywem ciektego azotu [249]. Innym powszechnie
znanym sposobem jest rowniez chlodzenie z wykorzystaniem suchego lodu w wodnym
roztworze etanolu [249]. Proces suszenia sublimacyjnego jest szczegdlnie zalecany
do preparatow o zastosowaniu kosmetycznym lub farmaceutycznym, z uwagi na mozliwo$¢
zwigkszenia okresu przydatnosci preparatdow na wiele miesigcy/lat [249, 250].

2.6.9.1. Dyfrakcja promieni rentgenowskich (XRD)

Na podstawie charakterystyki matrycy lipidowej za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej
(XRD) mozna zaobserwowac czy proces degradacji wystepuje w krystalicznych obszarach
czastki lub tez czy wolniejsza degradacja zachodzi w obszarach amorficznych [251]. Wedlug
badan naukowych, potwierdzonych przez W.N. Omwoyo i wspolpracownikow [252],
krystalicznos¢ moze wptywac na szybkos¢ degradacji, a tym samym kinetyke uwalniania
leku. Naukowcy dowiedli, ze lek jest na og6l wolniej uwalniany w postaci amorficznej niz
W nanoczgstkach krystalicznych [251, 253], co rowniez potwierdzono w tej pracy.
Ze wzgledu na ré6zne mozliwo$ci ulozenia tancuchow alifatycznych, lipidy moga wystepowac
w roznych postaciach polimorficznych [254, 255], dlatego tez niezwykle wazne jest wykrycie
istnienia polimorfizmu przed wprowadzeniem SLN do przemystu.
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Struktura polimorficzna lipidow moze nie tylko bezposrednio wptywaé na uwalnianie
substancji aktywnej podczas przechowywania, ale takze na skuteczno$¢ enkapsulacji [255].
Aby zidentyfikowaé struktur¢ otrzymanych nanoczastek lipidowych, stosuje si¢ technike
dyfrakcji rentgenowskiej (ang. X-ray diffraction, XRD), za pomoca ktérej mozliwe jest
poréwnanie otrzymanych wykresow (dyfraktograméw) z odpowiednim wzorcem z bazy
danych.

Wyroéznia si¢ dwa rodzaje XRD, rdéznigce si¢ przede wszystkim zakresem katow
dyfrakcji 26 [254]. Sa to:

» dyfrakcja niskokgtowa (ang. small angle X-ray diffraction, SAXD),
» dyfrakcja wysokokatowa (ang. wide angle X-ray diffraction, WAXD) [248].

2.6.9.2. Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC)

Skaningowa kalorymetria réznicowa (ang. Differential Scanning Calorimetry, DSC),
jest technikg termoanalityczna, polegajaca na utrzymywaniu tych samych temperatur dla
probki badanej i probki odniesienia oraz pomiarze roéznicy strumienia ciepla dostarczanego
do obu probek. Za pomoca tej techniki mozna zmierzy¢ réznice migdzy przeptywami ciepta,
ktére powstaja, gdy probka pochtania lub uwalnia ciepto z powodu efektow cieplnych (takich
jak topienie, krystalizacja, reakcje chemiczne, przemiany polimorficzne lub proces
parowania) [256]. Wymiana ciepta podczas programdéw o temperaturze kontrolowanej
zapewnia uzyskanie informacji o wlasciwos$ciach strukturalnych probki [248]. Badanie moze
by¢ przeprowadzane w warunkach izotermicznych lub w warunkach narastajacej temperatury
[248]. Za pomocg DSC zmierzona zostaje entalpia (AH) oraz zmiana mocy cieplnej (ACp)
efektow termicznych [257].

2.6.9.3. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Skaningowa mikroskopia elektronowa jest niezwykle uzyteczng technika, stuzaca
do obrazowania mikrostruktur powierzchniowych [258]. Zasada pomiaru za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego (ang. Scanning Electron Microscope, SEM) polega
na poddaniu probki ekspozycji na wigzke elektrondw, uformowana przez elektrono-optyczny
uktad mikroskopu, ktéra jednoczesnie skanuje powierzchni¢ probki linia po linii.
Pod wptywem wiazki elektronéw, probka emituje rozne sygnaty, ktore odbierane sg przez
detektor, a nastgpnie otrzymany sygnal zostaje przetworzony na obraz probki. Uzyskany
obraz jest obrazem wirtualnym, zbudowanym na podstawie sygnatow emitowanych przez
probke [258]. Sygnaty wytwarzane podczas interakcji elektron — probka dostarczaja wielu
informacji na temat badanej probki, takich jak: morfologia, pokrdj 1 rozmiar badanego
zwiazku, sktad chemiczny czy struktura krystaliczna [258].

2.7. Linie komorkowe do badan in vitro

Badania, majace wykaza¢ aktywnos¢ przeciwzapalng substancji aktywnej prowadzi si¢
najczesciej w  stymulowanych lipopolisacharydem (ang. Lipopolysaccharide, LPS)
komorkach RAW 264.7, wysianych na mikroptytce [259, 260]. RAW 264.7 s komodrkami

makrofagbw myszy BALB/c — albinotycznych, powszechnie stosowanych w badaniach
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immunologicznych oraz w pracach badawczych nad nowotworami [261]. Komorki te
otrzymuje si¢ z komodrek ptynu wodobrzusza myszy zainfekowanych wirusem leukemii
(ang. Abselon leukemia wirus) [262].

Do badan cytotoksyczno$ci, w zaleznos$ci od rodzaju nowotworu, stosuje si¢ roézne
modele linii komoérkowych. Linia A431 stanowi przyktadowo modelowa ludzka linig
komoérkowa (nowotwor naskorkowy), wykorzystywang w badaniach cyklu komorkowego
i szlakow sygnalizacji komorkowej zwigzanych z nowotworem skory [263]. Komorki tej linii
odznaczajg si¢ bardzo wysokim poziomem receptora czynnika wzrostu naskorka
(ang. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR). Komorki nablonka, stymulujgce czynnik
wzrostu naskorka (ang. Epidermal Growth Factor, EGF), wywotuja szybka fosforylacje
tyrozyny wewnatrzkomorkowych bialek sygnatowych, ktére odpowiedzialne sg za kontrole
proces6w komoérkowych, takich jak wzrost, proliferacja oraz apoptoza [264, 265].

Z kolei linia HaCaT jest wspolcze$nie najczeSciej stosowang nienowotworogenng
I unie$miertelniong linig komorkowa keratynocytow cztowieka, wykorzystywang do analiz
dotyczacych skory. To pierwsza trwata linia keratynocytow dorostego czlowieka, ktora
prezentuje normalne zroéznicowanie [266, 267]. Komorki tej linii hoduje si¢ zazwyczaj
W pozywce syntetycznej z dodatkiem 10% wag. surowicy bydlecej, w temperaturze 37 °C.
,Ha” oznacza pochodzenie linii od dorostego cztowieka (ang. human adult), ,,Ca” informuje
0 przechowywaniu keratynocytow przy niewielkim zageszczeniu jondéw wapnia (Ca),
natomiast ,,T” oznacza temperature hodowli, podwyzszona do 38,5 °C [268].

Dane literaturowe, dotyczace testow cytotoksycznosci wykazaty, ze testy z uzyciem
resazuryny (10-tlenku 7-hydroksy-3-okso-3H-fenoksazyny) sa jednymi z najdoktadniejszych
przy ocenie zywotnosci komorek [269-271]. Test kolorymetryczny, okreslany jako test
Alamar Blue®, wykorzystuje resazuryne (jako skladnik czynny odczynnika AB), bedaca
niebieskim, nietoksycznym, jak roéwniez przepuszczalnym dla komodrek zwigzkiem,
niewykazujacym wiasciwosci fluorescencyjnych (mierzonym przy dlugosci fali 570 nm)
[272]. Z kolei w kontakcie z komodrkami, resazuryna ulega redukcji do resorufiny — zwigzku
0 r6zowej, a nastepnie intensywnie czerwonej barwie o silnej fluorescencji (mierzonym przy
dhugosci fali 620 nm) [272].

2.8. Zastosowanie SLN i NLC w kosmetologii i farmacji

Nanoczastki lipidowe uznawane sa obecnie za jedne z najbardziej efektywnych,
a zarazem nietoksycznych nosnikéw substancji aktywnych (rys. 32) [45]. Przyktadem moga
by¢ badania, ktorych celem bylo zastosowanie nanoczastek lipidowych, jako nos$nikow
koenzymu Qig, bedacym silnym przeciwutleniaczem. Badania nad transportem koenzymu Q19
inkorporowanego do nanoczastek lipidowych o rozmiarze 230 nm wykazaty, ze przenikanie
koenzymu przez skore bylo zadowalajace, a zmniejszenie rozmiaru czgstek do 80 nm
znaczaco polepszyto otrzymane wyniki [80]. Warto jednak pamigtaé, ze nanoczgstki lipidowe
0 wielkosci ponizej 100 nm moga przedosta¢ si¢ do krazenia ogdlnego i wywota¢ dziatania
niepozadane. Udowodniono takze, ze dzigki wykorzystaniu nanoemulsji polepszone zostaje
przenikanie przez skore i penetracja koenzymu Qi oraz stabilno$¢ fizykochemiczna emulsji
[203].
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Rysunek 32. Najczgstsze mozliwe funkcje nanoczastek lipidowych. Opracowanie wiasne.

Nanoczastki lipidowe jako nos$niki substancji czynnych moga mie¢ zastosowanie m.in.
w preparatach nawilzajacych  skore [273]. Dodatek nanoczgstek do preparatow
kosmetycznych, takich jak kremy na dzien, zwigksza ich wlasciwosci okluzyjne, nie
wplywajac na lekki charakter konsystencji kremu [123]. Dzigki zdolno$ciom nanoczgstek
do zmniejszania utraty wody przez skore, przyczyniaja si¢ one do zwickszenia jej
elastycznosci, dlatego tez mozliwe jest wykorzystanie wtasciwosci nanoczastek w preparatach
przeciwstarzeniowych [46]. Aby potwierdzi¢ dzialanie zapobiegajace starzeniu si¢ skory dla
preparatow kosmetycznych, zawierajacych w swym skladzie nanoczastki lipidowe,
przeprowadzono testy in vivo [45]. Gltéwnym celem badan byto poréwnanie dziatania
preparatow przeciwzmarszczkowych, ktorych sktad zawierat lub byt pozbawiony SLN [61].
W rezultacie potwierdzono silniejsze wtasciwosci okluzyjne kremu, zawierajacego 4% wag.
SLN. Ponadto, wyniki dowiodly, ze krem pozbawiony SLN zwiekszyt nawilzenie skory
0 24%, natomiast z dodatkiem nanoczastek 0 32%. Co wigcej, glgboko§¢é zmarszczek
po aplikacji kremu bez nanoczastek ulegta zredukowaniu do 89,7%, podczas gdy krem
z dodatkiem SLN zredukowat gteboko$¢ zmarszczek do 95,9% [61, 68].

Nanoczastki  lipidowe moga réwniez peli¢ funkcje nos$nikow  filtrow
przeciwstonecznych (fizycznych i chemicznych), poniewaz potrafiag zapewni¢ synergiczny
efekt ochrony poprzez skuteczne odbijanie promieniowania [274]. Dzigki temu, ilos¢ filtra
UV umieszczonego w preparacie, a tym samym ryzyko wystgpienia podraznien oraz takze
koszty produkcji mogg zosta¢ znaczgco zmniejszone [275]. Z uwagi na wigkszy stopien
krystalizacji matrycy lipidowej w SLN, a tym samym bardziej skuteczne odbijanie promieni
UV [276], stosowanie stalych nanoczastek jest duzo bardziej korzystne niz NLC. Z kolei NLC
okazalo si¢ bardziej skuteczne w rozpraszaniu promieniowania UVA i UVB, ze wzgledu
na zdolnos¢ do wigkszego rozpuszczenia czasteczek filtra chemicznego w matrycy [81, 273].

Dzigki zdolno$ciom adhezyjnym oraz mozliwosci do przedluzonego uwalniania,
zarowno SLN, jak 1 NLC stanowig doskonate no$niki zwiazkow zapachowych oraz
preparatow odstraszajacych owady [54, 59]. Sferyczny ksztalt nanoczgstek nadaje im

56



wlasciwosci antyposlizgowe oraz mozliwo$¢ utworzenia na skdérze bariery mechanicznej,

dzigki czemu moga by¢ stosowane przy skorze podraznionej i sktonnej do alergii [68].
Nanoczastki lipidowe s3 coraz powszechniej stosowane w przemysle kosmetyczno-
farmaceutycznym w ro6znego rodzaju produktach. Tabela 10 przedstawia ich wielokierunkowe

mozliwosci, ktéore  znalazly

zastosowanie  m.in.

w  preparatach

nawilzajacych,

kondycjonujgcych, filtrach przeciwstonecznych czy kremach przeciwstarzeniowych.

Tabela 10. Przyktady produktow zawierajacych w sktadzie rozne typy nanoczastek [4].

Rodzaj produktu

kosmetyki nawilzajace

Funkcja Typ nanoczgstek
dostarczanie substancji nanokapsutki
nawilzajacych, takich jak kwas kolasfery*
hialuronowy, kolagen itp. nanosfery
naprawa bariery naskorkowe;j
poprzez dostarczanie wolnych SLN i NLC

kwasow ttuszczowych
i ceramidow

nanoemulsje

tworzenie okluzji SLN i NLC
dostarczanie substancji
wygtadzajacych, odzywczych nanokapsutki

i regenerujacych (ta grupa
preparatow zostata opracowana
dla zniszczonych wtosow)

nanoemulsje

preparaty kondycjonujace

dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze,
przeciwlupiezowe

nanoczastki nieorganiczne
(srebro, miedz)

przenoszenie zapachow

SLNiNLC
nanokapsutki

redukcja plam stonecznych
i starczych, usuwanie
przebarwien

filtry fizyczne: nieorganiczne
nanoczastki tlenku tytanu(1V)
i tlenku cynku(ll)

kosmetyki do opalania

zwigkszenie ochrony
przeciwslonecznej

filtry fizyczne: nieorganiczne
nanoczastki tlenku tytanu(1V)
i tlenku cynku(ll)

filtry chemiczne i fizyczne:
SLN, NLC

filtry chemiczne: nanokapsutki,
nanosfery, liposomy
uwodornionej
fosfatydylocholiny
(mniejsza skutecznosc)

zmniejszenie podraznienia
I ryzyka wystapienia alergii

filtry chemiczne: nanokapsuiki,
nanosfery, liposomy
uwodornionej
fosfatydylocholiny
(mniejsza skutecznosc)

preparaty przeciwstarzeniowe

ochrona substancji wrazliwych
na utlenianie

przeciwutleniacze: witamina E,
witamina C, koenzym Qgy,
SLN, NLC, nanoemulsje,
nanokapsulki, nanosfery
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Rodzaj produktu Funkcja Typ nanoczgstek

modyfikowane uwalnianie witamina A i pochodne — SLN,
nanokapsutki

witamina K — nanosomy
substancje poprawiajace
elastycznos¢: kwas
hialuronowy, kolagen, elastyna,
lipidy — nanokapsutki

dostarczanie sktadnikow
aktywnych do glebszych warstw
naskorka.

substancje przeciwstarzeniowe:

zmnigjszanie podraznien T .
L p wyciagi roslinne — nanokapsutki

= Kolasfery to rodzaj nanoczastek, ktorych powtoka wykonana jest z substancji fizjologicznie obecnych
w ludzkiej skorze, takich jak kolagen i glikozoaminoglikany. Sa to systemy biokompatybilne
i biodegradowalne, ktore rozkladaja si¢ na powierzchni skory przez enzym kolagenaze. Wyrdznia sig:
kolasfery H — przenoszace w swoim wnetrzu aktywne substancje hydrofobowe; kolasfery A — przenoszace
substancje o charakterze hydrofilowym.

Na ogot formulacja produktu kosmetycznego do stosowania miejscowego zawierajaca
SLN lub NLC jest identyczna. Produkty takie otrzymywane sg poprzez dodanie SLN/NLC do
istniejagcego sktadu wraz z emulgatorami. Proces produkcji preparatu prowadzony jest
do momentu uzyskania odpowiedniej konsystencji. Dodanie SLN/NLC do gotowego
produktu np. kremu lub balsamu realizowane jest poprzez zastapienie fazy wodnej stezonym
roztworem zdyspergowanych nanoczastek. Aby utrzymaé¢ odpowiednie stezenie lipidow
w produkcie koncowym, zawarto$¢ lipidow w oryginalnym produkcie powinna zostaé
zmniejszona o ilos¢ wiaczonych nanoczgstek zastgpujacych lipidy [277]. Poréwnanie
formulacji zawierajacych nanoczastki lipidowe przeznaczone do aplikacji naskornej
W przemysle kosmetycznym 1 farmaceutycznym wykazato, ze ich aspekty technologiczne sa
bardzo do siebie zblizone. Mimo wielu podobienstw, czas badania i wprowadzenia danego
produktu na rynek jest duzo krotszy w przypadku produktéw kosmetycznych. Wynika to
z niezwykle zaostrzonych regulacji prawnych w przemysle farmaceutycznym [45].

Niemniej jednak, state nanoczastki lipidowe skupiaja coraz wigksza uwage takze
przemystu farmaceutycznego jako koloidalne nosniki substancji czynnych podawanych
dozylnie. SLN wystepuja w postaci stalej] w temperaturze pokojowej, stad tez mobilno$¢
inkorporowanego sktadnika aktywnego jest ograniczona. Jest to podstawa do wstepnego
modyfikowanego uwalniania inkorporowanej substancji. SLN sa w tym przypadku
stabilizowane nietoksycznymi surfaktantami np. poloxamerem lub lecytyng. Dotychczas
zostaly podjete badania, dotyczace stabilnosci dilugoterminowej SLN inkorporowanych
substancja czynnag oraz ich sktonnosciami do rekrystalizacji. Charakterystyka morfologiczna
oraz okreslenie toksycznosci in Vvivo umozliwily dostarczenie wiedzy pozwalajacej na
wykorzystanie tych nanoczastek w przemysle [76, 278].

Preparaty kosmetyczne lub farmaceutyczne, zawierajace w swym sktadzie SLN i NLC
moga by¢ otrzymywane na kilka sposobow [273], co przedstawiono na rysunku 33.
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Sposoby otrzymywania produktow kosmetycznych lub farmaceutycznych:

poprzez wlaczanie nanoczastek do preparatow, w ktorych cze$¢ wody zostaje zastapiona
wodng zawiesing nanoczgstek

) &
w wyniku produkcji nanozeli, wytwarzanych poprzez dodanie §rodkoéw zelujacych
do fazy wodnej zawiesin SLN lub NLC

) ;

poprzez bezposrednie tworzenie produktu, ktory zawiera wylgcznie
stezong zawiesing nanoczastek

Rysunek 33. Mozliwe sposoby otrzymywania preparatow zawierajacych nanoczastki
lipidowe.

Wsrod sktadnikow aktywnych najczesciej inkorporowanych do nanoczastek lipidowych
znalazly si¢ dotychczas nastepujace substancje, przeznaczone do celow kosmetycznych i/lub
farmaceutycznych: avobenzon, koenzym Qio, kurkuminoidy, kwas alfa-liponowy, kwas
ferulowy, N,N-dietyl-m-toluamid (DEET), nikotynamid, oksybenzon, olejek jatlowcowy,
palmitynian askorbylu i retinylu, tokoferol, tretynoina oraz izotretynoina [68, 279].

Niektore z wymienionych sktadnikéw aktywnych, inkorporowanych do nanoczastek

lipidowych zostaty z powodzeniem wdrozone na rynek w postaci preparatow kosmetycznych
znanych producentow (tabela 11).

Tabela 11. Przyktady produktéw kosmetycznych zawierajacych nanoczastki lipidowe
dostepne na rynku [4].

Nazwa producenta Nazwa produktu Glowny skladnik aktywny
: Cutanova® Cream Nano Repair Qy, .
Dr. Rimpler Intensive Serum NanoRepair Qo koenzym Quo, polipeptyd
Dr. Rimpler Cutanova® Cream NanoVital Qi koenzym Q;o, TiO,, polipeptyd
® oy \ ) olej z orzechow kukui,
SURMER® Creme Legere Nano olej Monoi (Tiare Tahiti®),
Protection,

pseudopeptyd, ekstrakt mleka
z orzecha kokosowego, dzikie
indygo, wyciag z noni
(morwy indyjskiej)
olej z orzechow kukui,

Isabelle Lancray Créme Riche Nano-Restructurante,
Elixir du Beauté Nano-Vitalisant,
Masque Créme Nano-Hydratant

Isabelle Lancra SURMER® Creme Contour olej Monoi (Tiare Tahiti®),
y Des Yeux Nano-Remodelante pseudopeptyd, hydrolizowane
biatko pszenicy
Dr. Kurt Richter .. koenzym Qqq, olej z nasion
(CLR) Nanolipid Qi CLR czarnej porzeczki
Beate Johnen NLC Deep Effect Eye Serum koenzym Quo, wysokoaktywne

oligosacharydy
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Nazwa producenta

Nazwa produktu

Gléwny skladnik aktywny

Beate Johnen

NLC Deep Effect Repair Cream

koenzym Qqq, TiO,
wysokoaktywne oligosacharydy

Beate Johnen

NLC Deep Effect Reconstruction
Cream

koenzym Q,, acetylo-
heksapeptyd-3, zmikronizowany
kolagen ro$linny, wysokoaktywne
oligosacharydy w matrycy

polisacharydowej

Amore Pacific

SuperVital Cream, Serum

koenzym Q1, nienasycone kwasy
t