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ABSTRACT

This article presents the science output regarding percutaneous transport
mechanisms, penetration promotors and the methods of active substances skin
absorption enhancement. The interaction between cosmetic ingredient and skin
cells determines efficiency of the product. The study presents the most important
functions of the skin outlayer (stratum corneum), its structure (Fig. 1) and perme-
ability [1-7]. Due to the compact structure, stratum corneum prevents skin water
loss. Moreover, it protects human body from outer substances influence [8-12].
Relationship between compound properties and its ability to skin absorption was
also described. Physicochemical properties like lipophilicity, compound structure
and particle size have a significant influence on intensity of the compounds skin
penetration [4, 16-25]. Lipophilicity of a molecule is defined using many theore-
tical and experimental methods which allow to predict cosmetic ingredients assi-
milation [26-42]. Moreover, cosmetic base composition [43-47] and the presence
of the penetration enhancers (promotors) also affect active ingredients absorption
through the skin [48-49].

The most popular equipment used for testing the absorption and the penetra-
tion of active substances through the human skin are described in the last part of
the manuscript. Compounds permeability through the skin could be tested using
various experimental methods [50-58] including the diffusion cells equipped with
membranes or prepared skin fragments [37, 55, 64-67]. The most common used
are Franz diffusion cells (Fig. 4) and flow diffusion cell (Fig. 5). The measurement
of permeation through stratum corneum using ATR-FTIR method is quite reliable
and simple (Fig 8), although measuring skin penetration is made by Saarbrucken
penetration model (Fig. 6) and by application of Tape Stripping technique (Fig. 7).
The study of skin absorption mechanisms and factors influencing this process is
a great opportunity to design efficient cosmetic recipes and a possibility to make
more effective, active cosmetic ingredients.

Keywords: percutaneous permeation, percutaneous absorption, diffusion cells,
Stowa kluczowe: przenikanie przezskdrne, absorpcja przezskorna, komory dyfuzyjne
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WSTEP

Badania nad nowymi substancjami czynnymi o optymalnej aktywnosci biolo-
gicznej oraz wysokiej skutecznosci stanowig wyzwanie dla wspoélczesnych naukow-
cow [1]. Zagadnienie transportu substancji aktywnych przez skére oraz blony to
bardzo istotny element w badaniach nad efektywnoscig dzialania zwigzkéw stoso-
wanych w farmacji i kosmetyce.

Jednym z gtéwnych probleméw przemystu kosmetycznego jest uzyskanie odpo-
wiedniego stopnia penetracji skltadnikéw aktywnych przez skore, a takze potwier-
dzenie ich klinicznej skutecznosci [2]. Oddziatywanie preparatu na lipidy cementu
miedzykomodrkowego warstwy rogowej naskorka oraz na blony komdrkowe deter-
minuje skutecznos$¢ dziatania kosmetyku a takze ewentualne efekty niepozadane
[3]. Dlatego umiejetno$¢ przewidywania zdolno$ci substancji do przenikania przez
skore jest pomocna przy tworzeniu nowych receptur [4]. Poznanie mechanizméw
absorpcji substancji czynnych oraz czynnikéw na nie wplywajacych daje wieksze
mozliwo$ci w projektowaniu receptur, a co za tym idzie zwigkszeniu efektywnosci
dziafania i skuteczno$ci preparatow kosmetycznych [2].

1. NASKOREK - BUDOWA I FUNKCJE

Najbardziej zewnetrzna warstwa skory ludzkiej jest naskdrek. Naskorek zbu-
dowany jest z pieciu warstw komorek znajdujacych si¢ w réznych stadiach réznico-
wania: warstwa podstawna, kolczysta, ziarnista i rogowa. Na styku warstwy rogowej
i ziarnistej znajduje si¢ cienka, widoczna jedynie w zrogowacialym naskérku dloni
i stop warstwa jasna (Rys. 1). Tworzenie si¢ i rozrost glebszych warstw wymusza na
warstwach zewnetrznych proces réznicowania. W glebszych warstwach, komorki
naskodrka sg duze, walcowate i Iacza si¢ z przylegajacymi komoérkami za pomoca
desmosoméw. W miare zblizania si¢ do powierzchni skory, komorki staja sie bar-
dziej zwarte, a ich ksztalt ulega wysmukleniu. Najbardziej splaszczone komorki
(tzw. stratum corneum) stanowigce zewnetrzna, ostatnig warstwe skory nosza nazwe
korneocytéw [2, 5, 6]. Grubos¢ naskdrka to tylko 10-20 mm, przy 10-25 warstwach
korneocytdw, a bariera, ktorg tworzy okazuje si¢ by¢ nie do pokonania dla wielu
zwigzkow [7].
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Rysunek 1.
Figure 1.

Przestrzenn miedzykomdrkowa warstwy rogowej wypelnia spoiwo wodno-
-lipidowe nazywane ,cementem miedzykomodrkowym”. Dzieki zwartej budowie,
naskorek zapobiega utracie wody ze skory. Chroni réwniez organizm przed prze-
dostaniem si¢ obcych substancji z zewnatrz. Funkcja ta jest oczywista ze wzgledu
na ochrong organizmu przed wnikaniem zwigzkéw toksycznych, jednak odnosi si¢
takze do skladnikow zawartych we wszelkich preparatach nanoszonych na skore
[8, 9]. Glebsze poznanie mechanizmu funkcji barierowej naskérka stanowi bardzo
istotny element w projektowaniu receptur kosmetycznych i farmaceutycznych, gdyz
ma ona $cisly zwigzek z dostarczaniem do skory szerokiej gamy substancji lecz-
niczych, pielegnacyjnych, a takze z polepszeniem funkcjonowania skory [10, 11].
Najbardziej przekonujagcym dowodem na to, ze gléwna barierg ograniczajaca prze-
nikanie zwigzkow czynnych jest warstwa rogowa naskdrka jest fakt, ze fizyczne usu-
niecie tej warstwy powoduje nagly wzrost intensywnosci przenikania wody i innych
zwigzkéw w glab organizmu [4, 12].

Sktad lipidéw warstwy rogowej jest nieco inny niz glebszych warstw naskorka,
m.in. charakteryzuje si¢ mniejsza zawartoscig fosfolipidow, zawiera za to wiecej
ceramidow, kwasow tluszczowych oraz cholesterolu i jego estrow [6]. Obecnos¢
amfifilowych fosfolipidéw (o charakterze hydrofilowo-hydrofobowym) umozliwia
zwigzkom hydrofilowym wnikanie przez membrany oraz zachodzenie wodno-lipi-
dowych proceséw biochemicznych. Dlatego wlasnie fosfolipidy stanowia 50% lipi-
dow warstwy podstawnej i kolczystej naskdrka oraz okolo 25% warstwy ziarnistej
[2]. Glikolipidy, glikoproteiny i cholesterol, ktére roéwniez wchodzg w sktad stratum
corneum to podstawowe komponenty niezbedne do prawidlowego zachodzenia
procesoéw transportu substancji przez blony [2]. Szacuje sie, Ze proteiny stanowia
75-80% stratum corneum, lipidy 5-15%, natomiast reszta sktadnikow to 5-10% [13].
Wiadomo, ze blony komoérkowe sg przepuszczalne dla substancji hydrofilowych
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dzieki obecnosci protein i glikoprotein, podczas gdy zwiazki lipofilowe przenikaja
przez podwdjng warstwe fosfolipidowg i utworzone w niej ,pory” [2]. Plynno$é
blony komodrkowej oraz jej przepuszczalno$¢ sa $cisle powigzane z rodzajem lipidow
wchodzacych w jej sktad. Blona jest bardziej elastyczna (bardziej przepuszczalna i
plynna) jesli zawiera wigcej nienasyconych kwaséw ttuszczowych, natomiast bar-
dziej sztywna (mniej przepuszczalna i o strukturze bardziej usieciowanej) gdy prze-
wazaja nasycone kwasy tluszczowe oraz cholesterol. Dlatego warstwa ziarnista oraz
warstwa rogowa naskorka, ktdre zawieraja sporo glukozyloceramidow, ceramidow
i cholesterolu majg rownoczesnie, zauwazalnie wieksza sztywno$¢ niz gtebsze war-
stwy naskorka. Kazda, nawet najmniejsza zmiana proporcji kwasow ttuszczowych w
naskorku powoduje wyrazne zmiany w wygladzie i funkcjonowaniu skory, wptywa
m.in. na spdjnos¢ warstwy rogowej naskorka (gtadkos¢ lub szorstkos¢ skory) [2].

2. TRANSPORT PRZEZNASKORKOWY

Substancje aktywne zawarte w recepturach kosmetykow i lekéw moga wnika¢
przez naskorek na dwa sposoby — poprzez warstwe rogowa naskorka oraz przez
przydatki skorne, tj. gruczoty potowe, ojowe oraz mieszki wlosowe. Transport sub-
stancji aktywnych przez warstwe rogowa do jej glebszych warstw moze odbywac si¢
droga intercelularng (pomiedzy komoérkami naskorka, przez lipidy cementu mie-
dzykomoérkowego) oraz droga transcelularng (poprzez komoérki naskorka - korneo-
cyty). Calkowity przeplyw substancji przez skore jest sumg poszczegolnych prze-
plywow, a zrozumienie mechanizméw sterujacych przenikaniem zwigzkéw przez
stratum corneum jest do$¢ istotne dla projektowania efektywnie dzialajacych sub-
stancji czynnych w recepturach kosmetycznych [13-15]. Wyniki badan wskazuja,
ze lipidowe obszary warstwy rogowej stanowig ekwiwalent bariery naskorkowej dla
wiekszosci czasteczek. Wynika z tego, ze droga intercelularna (miedzykomorkowa)
jest dla zwigzkow efektywniejsza niz droga transcelularna (przez komoérkowa) [4].

Podstawowa droga dyfuzji substancji prowadzi przez cement migdzykomor-
kowy, ktory sklada sie gloéwnie z obszaréw lipofilowych. Nizej polozone warstwy sa
zdecydowanie bardziej hydrofilowe. Dlatego charakter zwiazku ma duzy wptyw na
to, czy zwiazek ulegnie absorpcji. Skladniki cementu migdzykomoérkowego odgry-
wajg znaczaca role w kohezji korneocytéw, wptywajac na przepuszczalnosé bariery
skornej [1]. Mechanizmy transportu substancji aktywnych mogga przebiega¢ w rozny
sposdb. Wyrdzniono kilka rodzajow przenikania zwigzkow przez blony biologiczne.
Najbardziej powszechny i najczesciej wystepujacy mechanizm przenikania czgste-
czek przez skore to dyfuzja bierna [4, 16-21.] Jest to proces nie wymagajacy dostar-
czenia energii, zachodzacy na zasadzie wyréwnywania stezen. Czasteczki prze-
chodzg zgodnie z gradientem stezen, co jest uzaleznione jedynie od si fizycznych
- dyfuzji, osmozy i ich energii kinetycznej. Czasteczki z roztworu po jednej stronie
blony wnikaja do jej wnetrza, a nastepnie przechodza do fazy wewnetrznej po dru-
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giej stronie blony. Substancje tym szybciej przechodzg przez blony im sg lepiej roz-
puszczalne w ttuszczach [16, 22].

Transport czasteczek przez blone niezgodnie z prawami dyfuzji to transport
czynny i wymaga on dostarczenia energii. Stosowane sg tu no$niki, ktére majg powi-
nowactwo do przenoszonej substancji. Energia potrzebna do aktywacji no$nika
wytwarzana moze by¢ w procesach utleniania lub rozpadu ATP. Jesli jednak trans-
port z udzialem no$nika odbywa si¢ zgodnie z gradientem stgzen, to nie wymaga
woéwczas nakladu energii i nazywany jest transportem ulatwionym.

W przypadku malych czgsteczek rozpuszczonych w medium przenikajgcym
przez pory znajdujace si¢ w blonie, mamy do czynienia z transportem konwekcyj-
nym. Im wigksza réznica stezen po obu stronach blony oraz im wigksza $rednica
pordw, tym szybkos¢ transportu konwekcyjnego jest wicksza. Ten rodzaj transportu
dotyczy jedynie czasteczek o rozmiarach nieprzekraczajacych 400 Da.

Transport przez pary jonowe to szczegdlny przypadek dyfuzji biernej, w kto-
rym czastki dyfundujace s silnie zdysocjowane i faczg si¢ z jonami organicznymi
rozpuszczalnymi w lipidach biony.

Kolejny mechanizm transportu czastek przez blony to pinocytoza. Polega ona
na wchianianiu przez blone kropelek ttuszczu lub czastek statych. Blona ulega w tym
miejscu wklesnigciu i tworzg si¢ drobne pecherzyki z zamknigta wewnatrz substan-
cja. Zawartos$¢ pecherzykow przenika przez blone, natomiast pecherzyki stopniowo
zanikajg [4, 16-24].

3. PENETRACJA SUBSTACJI AKTYWNE] PRZEZ SKORE

Surowce stosowane w kosmetykach jako substancje czynne wykazuja odpo-
wiednio wysokg efektywno$¢ nie tylko wtedy gdy maja odpowiednie powinowac-
two do receptora, czyli aktywnos¢ wewnetrzng, ale takze gdy cechuje je zdolno$¢ do
wniknigcia w warstwe rogowa naskorka, a nastepnie w glab zywych warstw skory.
Zdolno$¢ substancji do przenikania skory jest decydujacym czynnikiem umozliwia-
jacym dotarcie zwiazku do odpowiedniego miejsca w obrebie skory. Proces efektyw-
nej penetracji czasteczki przez warstwy stratum corneum do skory wlasciwej mozna
podzieli¢ na kilka etapow [1, 23]:

- partycja zwigzku pomiedzy vehiculum o roznej lipofilowo$ci oraz warstwe

rogowg naskorka,

- dyfuzja zwiazku przez warstwe rogowa naskorka,

- partycja zwigzku pomiedzy lipofilowa warstwe rogowa naskorka a hydrofi-

lowe glebsze warstwy naskorka,

- dyfuzja zwiazku przez kolejne warstwy naskérka oraz skory wlasciwej,

- przenikanie zwigzku do krwi przez $ciany naczyn wlosowatych.

Na Rysunku 2 przedstawiono schematycznie droge dyfuzji substancji przez
skore.
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Rysunek 2.
Figure 2.

W przyblizeniu proces wchtaniania substancji przez warstwy naskorka mozna
opisa¢ pierwszym prawem dyfuzji Ficka (réwnanie 1).

dC
dq=—DS T dt (1)
gdzie:

dg - masa substancji dyfundujacej w czasie df przez powierzchnie S. Masa ta
jest proporcjonalna do zmiany stezenia dC na odcinku dx,

D - wspolczynnik dyfuzji, czyli masa substancji dyfundujacej w jednostce czasu
przez jednostke powierzchni (1cm?), przy gradiencie stezenia dC/dx = 1, odwrotnie
proporcjonalny do masy czasteczkowej substancji,

S - powierzchnia, na ktérej zachodzi dyfuzja,

dC/dx - tzw. gradient stezenia, czyli zmiana stezenia odniesiona do jednostki
dtugosci.

4. CZYNNIKI WPEYWAJACE NA EFEKTYWNOSC PRZENIKANIA

Efektywno$¢ przenikania substancji przez skore determinuje wiele czynnikow,
ktére mozna podzieli¢ na 4 grupy [4, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25]:
a) wlasciwosci substancji dyfundujace;:
- rozpuszczalno$¢ w lipidach i w wodzie,
- wspdlczynnik podzialu olej/woda,
- wielko$¢ i ksztalt czasteczki — szybciej dyfundujg czasteczki mniejsze
(o masie czasteczkowej mniejszej niz 3 kDa),
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- polarnos¢, tadunek i stopien dysocjacji — czasteczki obojetne, niezdyso-
cjowane i niepolarne przenikajg szybciej,
- lotnos$¢ zwigzku - gazy przenikajg tatwo przez skore,
b) wlasciwosci bazy:
- wlasciwosci penetracyjne,
- obecnos¢ substancji pomocniczych (promotoréw przenikania),
- obecnos¢ zwigzkéw powierzchniowo-czynnych,
- tworzenie okluzji,
- pH,

c) czynniki biologiczne:

- stan zdrowia skory i jej grubos¢ — przez skore uszkodzong substancja
szybciej dyfunduje,

- wiek, metabolizm,

- przeplyw krwi,

- czynniki fizyczne:

- temperatura (w tym ogrzanie skory, masaz — wplywajg korzystnie na
przenikanie),

- poradnia,

- klimat.

Dzisiejsza wiedza na temat zwigzku pomiedzy budowg czgsteczki oraz jej zdol-
no$ciami przenikania przez skore pozwala na sformutowanie kilku ogélnych regut
[4]:

- dla niejonowych zwigzkéw o malej badz $redniej masie czasteczkowej
ich zdolnos¢ przenikania zalezy przede wszystkim od ich lipofilowosci —
mozliwo$¢ penetracji ro$nie wraz ze wzrostem liofilowosci,

- maloczasteczkowe substancje o wlasciwosciach higroskopijnych moga
przenika¢ do obszaréw wodnych warstwy rogowej naskorka i tam zwieksza¢
mase zwigzanej wody, w tym przypadku nie mozna tez wykluczy¢ przezko-
morkowej (transcelularnej) drogi penetracji,

- dla substancji o budowie jonowej stratum corneum stanowi bardzo trudno
przepuszczalng bariere i dyfuzja zwigzku nastepuje gtéwnie za posrednic-
twem przydatkow skornych.

4.1. LIPOFILOWOSC

Wspdlczynnik podziatu oraz rozpuszczalno$¢ zwigzku w ttuszczach i w wodzie
to czynniki, ktére maja najwigksze znaczenie dla zdolnosci penetracji zwiazku.
Okresla sie je mianem lipofilowosci, ktéra determinuje zachowanie si¢ substancji
chemicznej w warunkach in vivo. Od lipofilowosci zwiazku zalezy jego zachowanie
w obrebie struktur biologicznych (np. wigzanie z proteinami plazmy krwi) czy prze-
nikanie przez btony komdrkowe, bariere krew-mozg, a takze struktury skory [1].
Znajomos¢ lipofilowosci zwigzku jest szeroko stosowana do przewidywania farma-
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kokinetyki i farmakodynamiki dzialania lekdw oraz toksycznosci zwiazkow egzo-
gennych. Okreslenie lipofilowosci substancji polega na wyznaczeniu jej wspolczyn-
nika podzialu pomiedzy dwie niemieszajace si¢ ciecze — n-oktanol i wode (ktore
dobrze modelujg wlasnosci struktur komérkowych) [4, 19, 20, 25-27]. Wspolczyn-
nik podzialu wyrazony jest stosunkiem stezen substancji w obu fazach (réwnanie 2).

C oktanol
Pow=——-—"""— 2
ow C woda @

gdzie:

P_ — wspdlczynnik podziatu,

C,\unat — SteZenie zwigzku w fazie oktanolowej,

C, .. — Stezenia zwigzku w fazie wodne;j.

Lipofilowos$¢ zwigzku przedstawia sie w postaci logarytmu dziesi¢tnego ze
wspolczynnika podziatu log P [19, 20, 25-29].

Substancje o wysokiej wartosci logP (czyli substancje o duzej lipofilowosci)
wnikaja bardzo fatwo do warstwy rogowej naskorka, ale ich przenikanie do zywych
warstw naskorka jest juz zahamowane ze wzgledu na hydrofilowy charakter tych
warstw. Odwrotnie jest z substancjami hydrofilowymi (o niskim logP_ ). Moga one
tatwo dyfundowac¢ przez zywe warstwy naskdrka i skore wlasciwg, jednak nie sg w
stanie pokona¢ lipofilowej bariery stratum corneum. Reasumujgc, optymalna zdol-
nosciag do penetracji beda charakteryzowac sie substancje o $redniej lipofilowosci,
wykazujace znaczacg rozpuszczalnos¢ zarowno w wodzie jak i w lipidach, z maksi-
mum dla wartoscilog P 1,0-3,0 (Rys. 3) [4, 19, 20, 25, 69].

/

SZYBKOSC PRZENIKANIA

Log P ow

Rysunek 3.
Figure 3.

Poniewaz lipofilowo$¢ w znacznym stopniu determinuje przenikanie substancji
przez skore, w celu poprawy przenikalno$ci mozna modyfikowac strukture danego
zwigzku. Przez wprowadzenie tancuchéw alkilowych i arylowych do wyjsciowego
zwiazku mozemy zwiekszy¢ lipofilowo$¢ substancji natomiast podstawniki zdolne
do dysocjacji, czy zawierajace elektroujemne atomy (jak azot czy tlen) beda obniza¢
lipofilowos¢. Takie zmiany lipofilowosci, zwlaszcza w przypadku zwigzkéw hydrofi-
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lowych sprawiajg, ze dana substancja moze w prosty sposob przenikna¢ bariere stra-
tum corneum i nastgpnie przeksztalci¢ si¢ do swojej pierwotnej postaci (np. przez
zhydrolizowanie lipofilowego prekursora) [17, 19, 20, 23, 25].

Powyzsze sposoby zwigkszania lipofilowosci zwigzku sg okreslone mianem
lipofilizacji. Najprostszymi jej metodami moga by¢ estryfikacja, alkoksylacja, ami-
dowanie, tworzenie par jonowych. Czasami zwiagzek wyj$ciowy zamyka si¢ w lipo-
filowych nosnikach, takich jak liposomy czy niosomy, co ulatwia jego penetracje
przez warstwe rogowa naskorka [17, 19, 20, 23, 25]. Dobrym przykladem takiej
modyfikacji jest zwigkszenie lipofilowosci, stosowanych jako antyutleniacze, wita-
miny C - przeksztalcajac ja w palmitynian askorbylu czy kwasu galusowego — w jego
estry, np. gallusan oktylu.

4.1.1. Metody wyznaczania lipofilowosci

Wiréd metod okreslania lipofilowo$¢ substancji wyrdzniamy: metody teore-
tyczne (rachunkowe i programy komputerowe) [28, 30-34], metody eksperymen-
talne — metoda ,,shake-flask” (wytrzasanie w kolbie) [19, 26, 27], metoda Slow-
-Stirring [29], metoda SPME (ang. Solid-Phase Microextraction) [30], oraz metody
posrednie — chromatograficzne, tj. MLC (ang. Micellar Liquit Chromatography)
- cieczowa chromatografia micelarna, czy HPLC (ang. High Performance Liquid
Chromatography) — wysokosprawna chromatografia cieczowa, takze w ukladzie
odwrdéconych faz - RPHPLC (ang. Reversed Phase High Performance Liquid Chro-
matography), RPTLC (ang. Reversed Phase Thin Layer Chromatography) [28, 35].

Metody teoretyczne

Metody teoretyczne wyznaczania wspotczynnika podzialu oktanol/woda
pozwalajg na wstepne oszacowanie wartosci logP_ .

Stosujac szeroko dostepne programy komputerowe [31-34], mozna na podsta-
wie znajomosci budowy strukturalnej danego zwigzku obliczy¢ wartosci logP_ . Do
odpowiedniego programu wprowadza sie¢ strukture substancji, najlepiej w postaci
kodu SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry System), ktory wyrdznia
poszczegdlne grupy funkcyjne w czasteczce i ich wzajemne powigzania. Mozna tez
narysowa¢ wzor strukturalny czasteczki lub podac jej numer CAS. Program auto-
matycznie dzieli czasteczke na grupy atoméw (np. -CH,-, -C=0, -OH), ktérym
przypisana jest odpowiednia warto$¢ wspolczynnika hydrofilowego badz lipofilo-
wego (zalezna od charakteru danej grupy). Dodatkowo wprowadzana jest warto$é
wspolczynnikéw korygujacych (uwzgledniajacych np. fakt cyklicznosci czy aroma-
tycznosci czasteczki). Po zsumowaniu wszystkich wartosci wspoétczynnikéw obli-
czana jest warto$¢ logP_ dla calej czasteczki substancji.
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Ponadto, do oszacowania wartosci logP_  stosowane s3 metody rachunkowe,
miedzy innymi: metoda m - Fujita-Hansch (stosowana gtéwnie dla substancji
zawierajacych fragmenty aromatyczne) [28, 36, 37], metoda Rekker [28, 38-40] czy
metoda Hansch-Leo [28, 36, 41, 42].

Metody eksperymentalne

Metody eksperymentalne polegaja na oznaczeniu dystrybucji zwigzku pomie-
dzy wodge a rozpuszczalnik niepolarny, jakim jest n-oktanol.

Metode ,,shake-flask” stosuje si¢ dla czystych substancji o log P zawartym
w przedziale od -2 do 4 (czasem do 5, co jest uwarunkowane granicami wykrywal-
nosci zastosowanej metody analitycznej). Metoda nie ma zastosowania dla badania
zwigzkow powierzchniowo czynnych. W przypadku substancji dysocjujacych stoso-
wane s3 zamiast wody roztwory buforowe [26, 27].

Metoda Slow-Stirring (powolnego mieszania) pozwala na wyznaczanie wspot-
czynnika podzialu oktanol/woda dla substancji silnie lipofilowych (od wartosci
log P_ 5 do 8,2). W metodzie tej, przez powolne mieszanie w termostatowanym
reaktorze mieszaniny wody, oktanolu i badanej substancji, zapobiega si¢ tworzeniu
mikrokropel, ktore pojawiajg sie czgsto w przypadku stosowania metody shake flask.
Wymiana pomiedzy fazami jest przyspieszana przez mieszanie [29].

Metody posrednie

Metoda SPME pozwala oznaczac logP_ substancji, ktérych warto$¢ lipofilowo-
$ci nie mozna juz bada¢ metodg shake flask. W metodzie tej wyznacza si¢ wspot-
czynnik podziatu olej/woda stosujac mikroekstrakcje do fazy statej. Do oznaczenia
stezenia substancji stosuje si¢ metody chromatograficzne, np. GC-MS [35].

Innym przyktadem jest zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (HPLC) do wyznaczenia liofilowosci substancji o wspdlczynnikach podzialu w
granicach od 0 do 6. Metoda ta nie jest odpowiednia dla mocnych kwaséw i zasad,
zwigzkéw kompleksowych, substancji powierzchniowo czynnych, a takze substan-
cji reagujacych z eluentem. Aby skorelowa¢ zmierzone wartosci metodg HPLC, dla
danej substancji nalezy wykona¢ wykres kalibracyjny logP  na podstawie wynikéw
otrzymanych metoda chromatograficzng dla co najmniej 6 punktéw kontrolnych.
Najlepiej wykona¢ pomiar dla substancji o wyzszym i nizszym log P, w poréw-
naniu z badanym zwigzkiem oraz o podobnej strukturze (wykres zaleznosci loga-
rytmu wspo6iczynnikéw pojemnosciowych logk od logP,_ ). W badaniach stosuje sie
kolumne, w ktdrej faze stacjonarng stanowia zwigzki o dlugich fancuchach weglo-
wodorowych (np. C,, C ) z minimalng zawarto$cig grup polarnych naniesione na
krzemionke. Jako eluent stosuje si¢ mieszanine metanolu z minimum 25% wody.
Pomiar zwykle prowadzony jest w czasie 1 godziny, przy predkosci przeptywu 1 ml/
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min. Dla substancji hydrofilowych zmniejsza si¢ predko$¢ przeptywu przez kolumne
oraz podwyzsza udzial wody w mieszaninie z metanolem. Dla substancji bardziej
lipofilowych konieczne jest czasem skrocenie czasu retencji. Wszystkie badane sub-
stancje powinny by¢ w odpowiednim st¢zeniu rozpuszczalne w fazie ruchomej, aby
mozna je byto wykry¢. W niektérych przypadkach stosuje si¢ zamiennie rozpusz-
czalnik organiczny lub oddzielng kolumne [27, 28, 35].

Na podstawie wynikéw wyznaczana jest zalezno$¢ pomigdzy czasem retencji
na danej kolumnie (w fazie odwracalnej) a wspolczynnikiem podziatu o/w. O war-
tosci wspolczynnika podzialu mowi wspolczynnik pojemnosciowy k (réwnanie 3):

_IR—10

k
t0

3)

gdzie:

t, — czas retencji substancji,

t, — czas martwy ($redni czas, jaki potrzebuje czasteczka rozpuszczalnika na
przejscie przez kolumne).

4.2. BAZA KOSMETYKU

Oproécz wlasciwosci fizykochemicznych zwigzku, istotny wplyw na zdolnos¢
przenikania przez stratum corneum wywiera rodzaj bazy kosmetycznej [43]. Skfad-
niki, ktdre towarzyszg substancji czynnej, nadajg kosmetykom odpowiednie wlasci-
wosci fizykochemiczne, majg réwniez istotny wplyw na zdolno$¢ penetracyjna danej
substancji. Baza kosmetyku powinna zawiera¢ takie surowce, ktére beda wspomaga¢
przenikanie substancji aktywnych, beda odpowiednio rozluznia¢ strukture cementu
miedzykomoérkowego oraz w odpowiednim stopniu uwadnia¢ warstwe rogows.
Istotne jest powinowactwo bazy zaréwno do substancji czynnej jak i startum cor-
neum. Rowniez powinowactwo skladnika aktywnego do bazy kosmetyku oraz do
struktur lipidowych warstwy rogowej naskorka spetnia kluczowg role w zdolnosci
substancji do przenikania przez skore. Jesli powinowactwo bazy kosmetyku i sub-
stancji czynnej jest wieksze niz substancji czynnej i lipidow cementu, woéwczas zwia-
zek aktywny nie bedzie dyfundowal do warstwy rogowej [4, 44]. Podzial substancji
aktywnej pomiedzy czasteczki bazy a czasteczki cementu miedzykomorkowego
moze by¢ wyrazona réwnaniem (4) [45]:

Csc
Km=—— 4
m="= (4)
gdzie:
K - wspolczynnik podziatu czasteczki penetrujacej,
C,. - stezenie substancji aktywnej w stratum corneum,
C, - stezenie substancji aktywnej w bazie kosmetyku.
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Zdecydowana wigkszos$¢ kosmetykow aplikowanych na skére ma posta¢ emul-
sji. Przeprowadzone badania wskazuja, Ze istotne znaczenie ma zaréwno typ emulsji
jak i stopien rozdrobnienia fazy wewnetrznej. Mikroemulsje i nanoemulsje (uklady,
w ktérych krople fazy zdyspergowanej majg srednice d < 500 nm) poprawiajg prze-
nikanie czgsteczek przez skore w poréwnaniu do zelu lub makroemulsji [43, 46, 47].

4.3. PROMOTORY PRZENIKANIA

Do zwigkszenia szybkosci transportu zwiagzkow aktywnych przez skore bardzo
skuteczne jest wprowadzenie do receptury zwigzkéw wspomagajacych przenikanie
i penetracje substancji czynnych przez skore, tzw. promotoréw transportu (penetra-
tion enhancers), ktére w sposob odwracalny zaburzajg strukture lipidowg stratum
cormeum, czynigc warstwe rogowa bardziej przepuszczalna. Promotory transportu
transdermalnego powinny by¢ nietoksyczne, nieaktywne farmakologicznie, a takze
dziata¢ w sposob odwracalny. Oznacza to, Ze po wniknieciu zwigzku przez warstwe
rogowy struktura skory powinna wroci¢ do pierwotnego stanu [48].

Do najpopularniejszych promotoréw penetracji przez naskorkowej zaliczamy:
sulfotlenki (np. DMSO), pirolidony, alkohole i kwasy tluszczowe oraz ich estry,
alkohole maloczasteczkowe, tenzydy, niektdre amidy i terpeny oraz ich pochodne,
N-dodecylokaprolaktam (Azon) i jego pochodne [48-49]. Mechanizm ich dziatania
polega na zmniejszeniu funkeji barierowej skdry. Zwiazki te moga oddzialywaé na
wiele sposobdw [4]:

- maloczasteczkowe alkohole powodujg wymywanie lipidéw cementu mie-
dzykomorkowego, zwigkszanie rozpuszczalnosci bazy kosmetyku oraz
zmiang stopnia uwodnienia keratyny,

- dziatanie réznego rodzaju rozpuszczalnikéw organicznych, np. DMSO
powoduje zmiane struktury cieklokrystalicznej cementu migdzykomorko-
wego, wymywanie lipidoéw, usunigcie z danego obszaru wody, a takze roz-
luznienie struktury zrogowaciatych komorek,

- alkohole wielowodorotlenowe, jak np. gliceryna, zwiekszaja ptynnos¢ struk-
tur cieklokrystalicznych, dyfunduja do wodnych obszaréw cementu mig-
dzykomoérkowego i dzigki swoim wlasciwosciom higroskopijnym zwiekszajg
wodne przestrzenie miedzy lipidowymi warstwami cementu, co wplywa na
zwiekszenie przenikania maloczasteczkowych substancji hydrofilowych
przez warstwe rogowa,

- zwiazki powierzchniowo-czynne oddzialujg z proteinami, w wyniku czego
stratum corneum ,pecznieje’, zwiekszajac ptynnos¢ obszaréw lipidowych.
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5. METODY BADANIA PRZENIKALNOSCI PRZEZ SKORE

Modelowanie procesu przenikalnosci zwigzkéw aktywnych przez skore
wymaga wzigcia pod uwage wielu czynnikéw, tacznie z dobraniem odpowiedniej
formulacji, a takze wykonaniem oceny ryzyka majacego miejsce podczas przepro-
wadzania testow. Dane pozwalajace przewidzie¢ zdolno$¢ substancji do penetracji
przez warstwy stratum corneum sg rowniez kluczowe, nalezy bowiem pamietac, ze
nawet najlepiej przygotowany eksperyment nie zastapi informacji, na podstawie
ktorej zostal on zaprojektowany.

Zostalo opracowanych wiele modeli matematycznych majacych na celu ozna-
czanie przenikalno$ci substancji przez skore, niestety niewiele z nich odzwierciedla
wyniki uzyskane podczas badan in vivo [50]. Metody przewidywania penetracji sub-
stancji czynnych przez naskorek, w wiekszo$ci s metodami empirycznymi, opar-
tymi na wczesniejszych doswiadczeniach, wiele z nich to metody bardzo doktadne
[72]. Najbardziej popularne modele to model QSPR Potts & Guy oraz model Mitra-
gotri [51, 76, 77].

Metoda opisana przez Pottsa i Guy’a pozwala na przewidywanie wspolczyn-
nika przenikalno$ci zwiazkow, ktore majg kontakt ze skorg w postaci wodnych roz-
twordw, ponadto stosowana w niej dawka badanej substancji jest nieograniczona.
Wspomniana metoda okresla zdolnos¢ substancji do przenikania przez stratum
corneum, nie okresla jednak ilosciowo tego procesu [51].

Alternatywny model do badania przenikalno$ci zwigzkéw uwzglednia
wzgledny wspdlczynnik polarnoéci (ang. Relative Polarity Index, RPI). Metoda
umozliwia dobdr odpowiedniego emolienta, tak aby substancja ulegla fatwiejszemu
transportowi przez bariere stratum corneum. Podobnie jak wyzej opisana metoda,
zdolnos¢ substancji do przenikania okreslana jest jako$ciowo, natomiast nie mozna
oszacowac ilosci zaabsorbowanej substancji. Ponadto fakt, ze wzgledny wspolczyn-
nik polarnosci trudno okresli¢ w sposob jednoznaczny sprawia, ze metoda jest
trudna do stosowania w ogolnych badaniach [52].

Kolejna metoda opiera si¢ na informacjach o wlasciwosciach fizykochemicz-
nych substancji (wyznaczane sg wspotczynnik zatamania $wiatla, polarno$¢, logP)
oraz oddziatywaniach pomiedzy komponentami formulacji a skorg. Metoda ta
moze by¢ z powodzeniem stosowana w przypadku uktadéw o malej liczbie sktadni-
koéw (max. 5) [53, 54]. Najczesciej jednak preparaty kosmetyczne to ukltady bardziej
zlozone, zawierajace wiele skfadnikow aktywnych, substancje o charakterze kom-
plekséw lub zwigzki polimerowe, dlatego uzyskane wyniki pomiaréw nalezy inter-
pretowa¢ biorgc pod uwage wszystkie mozliwe kombinacje i wzajemne interakcje
zwigzkow [50, 74].

Dla zwigzkéw aktywnych zawartych w kosmetykach mozna wskazaé trzy
gltéwne miejsca dziatania: powierzchnie skory, warstwe rogowa naskdrka oraz gleb-
sze, zywe tkanki naskdrka i skory wlasciwiej. W wiekszosci preparatéw kosmetycz-
nych, sktadniki aktywne majg dziata¢ na powierzchni skory badz w obrebie war-
stwy rogowej naskdrka. Dlatego zwigzki te nie powinny penetrowa¢ glebiej niz do
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poziomu stratum corneum. W przeciwnym wypadku substancja przeniknie do gteb-
szych warstw skdry tracgc aktywnosé¢ dla warstwy rogowej naskdrka. Skéra powinna
spetnia¢ role pewnego rodzaju rezerwuaru umozliwiajagc skfadnikom aktywnym
pozostanie w jej obrebie przez jaki$ czas i zapewniajac diuzsze dzialanie [4, 71].

W celu dokladniejszego zbadania mozliwosci penetracyjnych zwiazkow aktyw-
nych do skdry stworzono modele imitujace skore ludzka, stuzace do badan ekspery-
mentalnych in vivo oraz in vitro [4].

Aby zmierzy¢ absorpcje substancji przez skore metodami in vitro, wykonuje si¢
pomiary w réznych warunkach oraz stosuje réznego rodzaju modele (membrany,
skory, blony), a takze modyfikuje sposoby ich przygotowania. Gtéwng metoda,
w badaniach in vitro, jest wyznaczanie wspolczynnika przenikania przez modelowe
membrany, hodowle tkankowe imitujace skore ludzka, a takze wypreparowang
skore ludzka [58].

Skora ludzka stanowi najlepszy model doskonale odwzorowujacy warunki,
w jakich kosmetyk ma potencjalnie dziala¢, zastosowanie znajduje tez skora zwie-
rzeca lub substytuty skory rekonstruowane biotechnologicznie [55-57]. Stosowane
s3 membrany o réznej grubosci: grubsze 1620 + 580 pum i ciensze 390 + 80 pm.
Membrany cienisze sprawdzaja si¢ lepiej w przypadku pomiaréw absorpcji zwiaz-
kow lipofilowych, gdyz grubsze membrany moga w tym przypadku stanowi¢ dla
tych zwigzkow zbyt duzg barier¢. Grubo$¢ membrany nie ma jednak znaczacego
wplywu na wyniki pomiaru [75].

Badania przepuszczalnosci stratum corneum metodg in vitro staly si¢ przed-
miotem zainteresowan juz w latach 60-tych. Przez te lata doswiadczen stworzona
zostala ogromna baza danych pozwalajaca na sprawdzenie przenikalnosci setek
zwiazkoéw w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz do oceny ryzyka
i toksycznosci substancji [59, 60, 71, 74]. Prowadzenie eksperymentéw w warunkach
in vitro ma wiele zalet, eksperymenty takie miedzy innymi wymagaja mniejszego
nakfadu finansowego, znacznie latwiej jest utrzymac okres$lone warunki badan,
przeprowadzane testy sg latwiejsze w przygotowaniu, a ponadto, duzo prosciej jest
zidentyfikowa¢ substancje toksyczne lub radioaktywne bez szkody dla zywych orga-
nizmow. Istnieje mozliwo$¢ prowadzenia wiekszej liczby eksperymentéw jednocze-
$nie, tatwiej jest okresli¢ jeden konkretny parametr (uwalnianie substancji z okre-
$lonego no$nika, wplyw wilgotnosci, temperatury, wczesniejszej obrobki). Ponadto,
masa wnikajgcej substancji moze by¢ okreslana bezposrednio wewnatrz skory, badz
tuz ponizej w medium akceptorowym. Z drugiej strony, istnieje tez pewne ryzyko
zwiazane z metoda in vitro. Medium akceptorowe moze mie¢ wplyw na transport
substancji przez skore, a takze na samg kondycje skory, natomiast brak krwi moze
zmienia¢ wlasciwoséci poszczegdlnych warstw skory. Dodatkowo, stosowanie spre-
parowanej skory nie moze trwaé zbyt dlugo ze wzgledu na jej szybkie zuzywanie
w warunkach badan. Wiadomo, ze w warunkach in vitro nie jesteSmy w stanie osig-
gna¢ dokladnie tych samych parametréw co w warunkach in vivo (praca migsni,
tuszczenie naskorka), trudne do okreslenia sg tez efekty metabolizmu [55, 61, 73].
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W badaniach przenikalno$ci zwigzkow stosowane sg specjalistyczne komory
dyfuzyjne — najpopularniejsze i najcz¢sciej stosowane to dyfuzyjna komora statyczna
(komora Franza) oraz dyfuzyjna komora przeptywowa (komora Bronaugha). Oba
rodzaje dyfuzji, zaréwno statyczna jak i dynamiczna (przeptywowa) sg oficjalnie
uznane za metody, ktérymi mozna z powodzeniem zastapi¢ metode in vivo. Istota
dziatania komoér dyfuzyjnych polega na badaniu dyfuzji zwigzku poprzez blone
poltprzepuszczalng (skdre czy innego rodzaju membrang). Membrana znajduje si¢
pomiedzy czescig donorowg i akceptorows. Probki pobierane s3 w sposob ciggly lub
w okreslonych odstepach czasu z czeéci akceptorowej, wypelnionej ptynem akcep-
torowym, ktéry stanowi najczesciej bufor o fizjologicznym pH = 7,4. Dozowanie
zwigzku moze odbywac si¢ w sposob ograniczony (< 10 ml/cm’ lub 10 mg/cm’) lub
w sposéb nieograniczony (>10 pl/cm’ lub 10 mg/cm’). Przy dozowaniu nieogra-
niczonym, na skore aplikowana jest maksymalna dawka substancji. Takie warunki
zapewniajg powtarzalno$¢ otrzymanych wynikow.

Przenikalnos¢ moze by¢ obliczona w oparciu o réwnanie 5 55, 62]:

_Kmv D

Js
ss /

AC (5)

gdzie [48]:

J.,—wspolczynnik przeptywu stalego (Steady State Flux),

1 - grubos¢ membrany,

AC - réznica stezen substancji w roztworach donorowym i akceptorowym,

D - wspolczynnik dyfuzji, ktéry zalezy od mobilnosci chemicznej zwiazku
w obrebie membrany,

K . - wspdtczynnik podzialu membrana/no$nik.

Przy obliczeniach przenikalnosci zwigzkéw w metodach in vitro stosujemy
wspotczynnik przenikalnosci kp(r(’)wnanie 6) [62]:

_ Kmv D (6)
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gdzie:

1 - grubos¢ membrany,

D - wspotczynnik dyfuzji, ktoéry zalezy od mobilnosci chemicznej zwigzku w
obrebie membrany,

K . - wspdtczynnik podzialu membrana/no$nik.

Przenikalnos¢ jest fatwo obliczana przez dzielenie wspolczynnika statego prze-
plywu (Staedy State Flux) przez AC [62].

W przypadku gdy na membrane aplikowana jest ograniczona dawka zwigzku,
mozemy obserwowa¢ wplyw parowania czynnika akceptorowego [55]. Ekspery-
menty powinny by¢ prowadzone w temperaturze 32°C, odpowiadajacej temperatu-
rze w warunkach in vivo [55, 63, 70]. Kontrola temperatury zapewniona jest poprzez
uzycie plaszcza wodnego wokot kazdej z komor, czesto stosowana jest tez komora
z cieplym powietrzem.



5.1. KOMORA FRANZA

Komora Franz’a jest dzi$ najpowszechniej stosowang aparaturg do okreslania
przenikania substancji aktywnych przez skore. Sktada sie ona z dwoch czeéci: dono-
rowej i akceptorowej przedzielonych membrang (Rys. 4). Jako membrana stosowane
sa: skora ludzka (np. pobrana srodoperacyjne), skora zwierzeca (np. skorg z ucha
swinskiego) lub skdra sztuczna [18, 55, 64].

Substancja badana /‘
Membrana

Komora donorowa

Komora akceptorowa Pobér prébek

T T

Wlot i wylot medium
w plaszczu grzejnym

—_—.

Plaszcz grzejny ] %ZJ Mieszadto
— |

-
\. /

Rysunek 4.
Figure 4.

Czes¢ donorowa zawiera rozpuszczong substancje badang natomiast komora
akceptorowa ponizej membrany wypelniona jest plynem mieszanym w sposob
ciagly przez mieszadto magnetyczne. Pomiar prowadzi si¢ najwyzej do momentu
gdy nie wiecej 10% zwiazku przeniknie przez membrane lub gdy wiecej niz 90%
zwigzku jest wcigz obecne w roztworze donorowym. Komora Franza ma bardzo
wiele zalet, jest dokladna, tatwa w uzyciu, probki pobiera sie w sposob szybki
i precyzyjny. Nie jest problemem utrzymywanie pozadanej temperatury ukladu
czy odmierzanie dokladnie wyznaczonych objetosci medium. Pobieranie prébek
odbywa sie poprzez boczne ramie komory, a ubytek pobranego buforu od razu
uzupelnia si¢ jego $wiezg porcja. Czesto pojawiajacym si¢ problemem jest staba
rozpuszczalnos$¢ niektorych zwigzkéw w wodnym srodowisku. Stosuje sie wowczas
dodatek organicznych zwigzkéw poprawiajgcych rozpuszczalnosé tych substanciji,
np. niejonowe zwigzki powierzchniowo czynne, biatka, cyklodekstryny. Nalezy jed-
nak wzig¢ pod uwage fakt, ze dodatek tych zwigzkéw moze wplywac na wlasciwosci
membrany i jej przepuszczalnosc.
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5.2. DYFUZYJNA KOMORA PRZEPLYWOWA

W dyfuzyjnej komorze przeptywowej, bufor jest w sposéb ciagly pompowany
przez komore akceptorowa (Rys. 5) [6, 18, 55, 64-67].

KOMORA DONOROWA

MEMBRANA

MORA AKCEPTOROWA

B

ROZTWOR DO
ANALIZY

MEDIUM
-—

Rysunek 5.
Figure 5.

Komora przeplywowa znajduje zastosowanie gdy absorpcja substancji jest
wysoka, a jej rozpuszczalnos¢ w fazie akceptorowej niska. Wazne jest, aby ustali¢
okreslong minimalng szybkos¢ przeptywu fazy i zapewni¢ w ten sposob dobre mie-
szanie oraz ciggle usuwanie z komory zaabsorbowanego zwigzku, a takze aby zmini-
malizowac obecno$¢ niedostatecznie zmieszanych warstw. Dla wiekszosci substancji
zwiegkszenie szybkosci przeptywu nie ma wiekszego wplywu na absorpcje, wyjatek
stanowig zwiazki o bardzo stabej rozpuszczalnosci. Co wazne, przydatnosc¢ skory do
uzycia jest w tym przypadku znacznie diuzsza ze wzgledu na ciaglta wymiane fizjo-
logicznego roztworu akceptorowego. Z drugiej strony, nieustanny przeplyw ptynu
zawierajacego donor prowadzi do wymywania ze skory substancji hydrofobowych
przez faze akceptorowg. W rezultacie skdra staje sie znacznie bardziej przepusz-
czalna ze wzgledu na zmiang swoich wlasciwosci. Dyfuzja przeptywowa pozwala na
uzycie znacznie wigkszej ilosci zwigzkow, jednak wymaga przeprowadzenia wstep-
nych eksperymentéw przed rozpoczgciem badan w celu ustalenia optymalnej szyb-
kosci przeptywu [18, 55, 64-67].

5.3. MODEL SAARBRUCKENA

Dyfuzyjne komory statyczne i przeptywowe znalazly zastosowanie do okresla-
nia przenikalnosci zwigzkdw przez skore. Istnieje jeszcze jeden model, ktéry okresla
zdolno$¢ zwigzku do penetracji (w odréznieniu od przenikania, penetracja odbywa
sie przez kolejne warstwy skory, zwigzek niekoniecznie przebywa caly jej przekroj,
moze pozosta¢ na pewnym okreslonym poziomie). Badanie penetracji substancji
przez skore zasadniczo rézni si¢ wigc od okreslania jej przenikania. Na potrzeby
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badania penetracji zwigzkéw przez skore zaprojektowany zostal model penetracji
Saarbruckena, ktorego schemat przedstawiono na Rysunku 6 [37].

DONOR

| —— |

ISKORA/MEMBRANA

PAPIER FILTRACYJNY

Rysunek 6.
Figure 6.

Stosujac to urzadzenie mozna okresli¢ skale i intensywno$¢ penetracji zwigzku
do poszczegélnych warstw skéry. W odroéznieniu od opisanych wczes$niej komor
dyfuzyjnych, w tym przypadku skoéra pelni role akceptora dla penetrujacego
zwiazku. Zaleta omawianej metody jest wyeliminowanie mozliwo$ci nadmiernego
nawodnienia skory. Znika takze obawa przed zmiang jakosci skory przez przeply-
wajace medium akceptorowe. W zaleznosci od substancji, badanie jest zakanczane
w momencie, gdy substancja dociera do najglebszej warstwy skory. W metodzie
tej fragment skory umieszcza sie na papierze filtracyjnym nasgczonym roztworem
Ringera (izotoniczny w stosunku do krwi cztowieka wodny roztwor: chlorku sodu,
chlorku potasu i chlorku wapnia). Stezenie zabsorbowanej substancji oznaczane
jest tzw. technika ,tape stripping” (zdarcie powtoki). Schemat dziatania techniki
»tape stripping” jest przedstawiony na Rysunku 7 [55, 64]. Kolejne warstwy skory
sg oddzielane, a po odpowiedniej obrdbce, ilos¢ badanej substancji zaabsorbowana
w kazdej z warstw okreslana jest wybrana metodg analityczng (np. HPLC).

STRATUM
KOMORA ORNEUM
DONOROWA
NASKOREK NASKOREK
a) b)

Rysunek 8.
Figure 8.
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5.4. METODA ATR-FTIR

Oprécz modelowych ukladéw pozwalajacych badaé przenikanie substancji
przez struktury skory, istniejg réwniez inne rozwigzania. Jednym z nich jest zasto-
sowanie metody ATR-FTIR (ang. Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform
Infra Red), pozwalajacej bezposrednio obserwowa¢ przenikanie substancji przez
stratum corneum. Warstwa rogowa jest tu umieszczona pomiedzy krysztatem
a roztworem donorowym zawierajagcym badang substancje¢ (Rys. 8). Krysztaly ATR
moga by¢ wykonane z selenku cynku, germanu, siarczku cynku, krzemu lub dia-
mentu. Rodzaj zastosowanego krysztalu zalezy od wlasciwoséci badanej substancji.
Dyfuzja substancji do gtebszych warstw naskoérka jest monitorowana przez pomiar
absorbancji w funkcji czasu. Absorbancja przeliczana jest na stezenie. Substancja
z podloza umieszczonego w komorze donorowej przechodzi do glebszych warstw
naskorka i jest mierzona przez wiazke promieni IR [64, 68].

KOMORA
DONOROWA STRATUM
CORNEUM
KRYSZTAL ATR
WIAZKA IR
DETEKTOR IR
Rysunek 8.
Figure 8.
PODSUMOWANIE

Gloéwna i podstawowa barierg dla zwigzkow aktywnych przenikajacych przez
skore jest warstwa rogowa naskorka, ktéra dzieki swojemu lipofilowemu cha-
rakterowi oraz zwartej strukturze ogranicza penetracje czasteczek w glab skory.
Whasciwosci fizykochemiczne stratum corneum mozna modyfikowaé poprzez
zastosowanie promotoréw transportu przez naskérkowego, ktére odwracalnie zmie-
niajg strukture cementu miedzykomoérkowego, poprawiajac jego przenikalnosé.
Istotny wplyw na zdolno$¢ substancji do przenikania majg rdwniez jej wlasciwosci
fizykochemiczne, takie jak lipofilowos¢ czy budowa i wielko$¢ czasteczki. Badania
prowadzone w ostatnich latach pozwolily na zwigkszenie efektywnosci dziatania
kosmetykoéw i lepsza przyswajalno$¢ zwigzkow aktywnych przez skore. Przenikal-
no$¢ zwiazkow przez skére mozna badac stosujac z powodzeniem dyfuzyjne komory
wyposazone w syntetyczne membrany lub fragment skory ludzkiej lub zwierzece;.
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Na skore nanosi si¢ substancje w postaci roztworu, natomiast role akceptora pelni
medium o fizjologicznym pH. Stopien penetracji zwigzkéw okresla si¢ natomiast
za pomocg modelu penetracji Saarbruckena, ktéry pozwala na okreslenie ilosci
substancji zaabsorbowanej w poszczegolnych warstwach skory. Powstalo wiele
modeli pozwalajacych przewidywac zdolnos¢ zwigzkéw do przenikania przez skore
opartych na obliczeniach oraz bazach wynikéw doswiadczalnych. Modele matema-
tyczne opieraja si¢ na wlasciwosciach fizykochemicznych substancji aktywnych i ich
zwiazku z lipofilowoscig i powinowactwem do komorek startum corneum. Metody
te zyskaly w ostatnich latach duza popularnos¢ ze wzgledu na tatwos¢ wykonania,
oszczedno$¢ czasu, aparatury i odczynnikoéw chemicznych, niskie koszty oraz duzg
dokladnos¢.
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