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I.  ANALIZA POZNAWCZA — ZADANIE NR 1

1. Zrédta ekspozycji na chrom oraz mechanizm indukowania i epidemiologia alergii chromowej

Chrom (Cr) nalezy do grupy pierwiastkéw powszechnie wystepujacych w srodowisku naturalnym,
zajmujgc 20 miejsce pod wzgledem rozpowszechnienia w skorupie ziemskiej. Najwazniejszymi,
poznanymi naturalnymi zasobami tego pierwiastka s rudy krokitu PbCrO. ichromitu FeCr,0,,
w ktérych chrom znajduje sie na lll stopniu utlenienia. Jako pierwiastek zewnetrznoprzejsciowy chrom
odznacza sie zdolnoscia do tworzenia réznorodnych potaczen, wystepujagc w swoich zwigzkach
na stopniach utlenienia nawet od -IV do VII. Do najbardziej trwatych form, powszechnie wystepujgcych
w Srodowisku naturalnym nalezg chrom(lll) i (VI), o wfasciwosciach odpowiednio silnie
kompleksotwérczych i utleniajgcych [1].

Rozwdj technologii, industrializacja i wspdtczesne zycie stale powodujg zwiekszenie popytu i zarazem
ekspozycji na chrom. Ze wzgledu na szczegdlne wtasciwosci chrom znajduje bowiem zastosowanie
w materiatach powszechnego uzytku, takich jak cement, wyroby skérzane, telefony komodrkowe,
kosmetyki, detergenty, implanty, chromowane stopy metali czy wysokogatunkowe stale [2].

Z punktu widzenia mechanizmu powstawania alergii chromowej (rysunek 1) szczegdlnie niekorzystna
jest ekspozycja na sole chromu(Vl), ktére moga swobodnie penetrowaé skére wywotujgc rumien,
obrzek, Swiad, wysypke a nawet ciezkie stany zapalne skéry wymagajgce hospitalizacji [3].

Skora

Redukcja Cr(VI) do haptenu
Cr(Ill) przez antyoksydanty D

Alergen
kompleks haptenu z biatkami

Rys.1 Mechanizm alergii chromowej (typu IV
opdznionego) indukowany przez chrom(VI)
przenikajacy przez skore (chrom(lll) przenika przez
skére w mniejszym stopniu). W skorze chrom(VI)
jest redukowany przez przeciwutleniacze (np.

e

[ [
IL-1p3 (] éci
® 9 Wazrost toksycznosci

' - b glutation) do chromu(lll).  Chrom(lll) jest
Komarki haptenem, ktéry oddziatuje z biatkami, tworzac
prezentujqce petny alergen. Jednoczesnie chrom(VI) prowadzi
antygen do gromadzenia sie reaktywnych form tlenowych
‘ Immunizacia (RFT), jak pokazano dla monocytéow (MO). RFT

) L -
aktywujg inflamasom NRLP3, w wyniku czego
nastepuje uwalnianie IL-18, co potencjalnie
aktywuje komorki prezentujgce antygen. Komorki
te procesujg alergen i nastepnie aktywujg swoiste
. @ e - dla chromu komaérki T, w wyniku czego wystepuje

nadwrazliwos¢ na chrom [3].

Alergia kontaktowa na chrom jest trzecig, po alergii na nikiel i kobalt, najczesciej wystepujacg alergia
na metale i dotyczy $rednio 3% Swiatowe] populacji [4]. Wedtug danych ESSCA (The European
Surveillance System on Contact Allergies) od roku 2002 do chwili obecnej nastgpit znaczacy spadek
wystepowania alergii na chrom wsréd krajéw europejskich, co jest wynikiem wprowadzenia regulacji
ograniczajgcych zawartos¢ tego metalu w réznych materiatach i przedmiotach [2].
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Spadek czestosci wystepowania alergii na chrom obserwuje sie rowniez w Ameryce Pdtnocnej,
niemniej jednak tendencja spadkowa nie jest juz tak znaczna. Dane pochodzace z klinik azjatyckich
wykazujg natomiast istotnie wyzszg czestos¢ wystepowania alergii na chrom niz w Europie i Ameryce
Pétnocnej (Rys. 2) [2].
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Rys. 2 Epidemiologia alergii chromowej dla wybranych rejondw $wiata w latach 2002-2012 [2].

2. Zrédta ekspozycji na kobalt i epidemiologia alergii kobaltowej

Kobalt (Co), stanowigcy 0,0025% skorupy ziemskiej, wystepuje w licznych mineratach siarczkowych,
arsenkowych i tlenkowych zelaza, miedzi i niklu. Do najwazniejszych mineratéw, ktérych pierwiastek
ten jest gtéwnym sktadnikiem, nalezg smaltyn CoAs,, linneit CosS4 oraz kobaltyn CoAsS. Przewazajaca
czesc¢ kobaltu otrzymywanego na skale przemystowgs jest wydzielana z rud miedzi i zelaza [5].

Kobalt podobnie do chromu znajduje zastosowanie w wielu materiatach codziennego uzytku,
powodujgc zwiekszong ekspozycje na ten pierwiastek. Powszechnie stosowany jest do produkcji
wyrobow skdrzanych, bizuterii, zabawek dla dzieci, implantéw ortopedycznych, farb, telefondéw
komaérkowych czy plastikowych materiatdw opakowaniowych [6]—[8].

Kobalt jest drugim, po niklu, alergenem kontaktowym i uczula on rézne grupy oséb, w tym zaréwno
dzieci, jak i robotnikéw z wypryskiem zawodowym, przy czym istniejg dwa typy alergii na kobalt:
izolowana — gdy metal uczula sam oraz wspodtfistniejgca z alergig na chrom badz alergig na nikiel [9].

W alergii kobaltowej szczegdlnie niekorzystna jest ekspozycja na dwuwartosciowy kobalt Co(ll), bedacy
haptenem [10]. Podobnie jak chrom moze on wywotywaé nadwrazliwos¢ typu IV opdznionego wedtug
mechanizmu przedstawionego na rysunku 1. Do najczestszych objawdw alergii kobaltowej nalezy
wystepowanie ogniska wyprysku (najczesciej w okolicach brzucha, na rekach i w okolicach oczu),
"ropienie" matzowin usznych, ktérym towarzyszy uczucie silnego swedzenia i zaczerwienienia [11].
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Alergia na kobalt dotyczy 5-7% Swiatowej populacji [12], przy czym liczba 0séb uczulonych na ten metal
w poszczegdlnych krajach Europy (Rys. 3) znacznie sie waha [13]:

13,6

Procent populacji [%]
0, =
o I
(Kn]
o I
I
(#8)
I
o
|1
I
n
(F8)
|
)
o.
° I
o
7 [Xs]
o I o
/A (9]
o I

., .fb . .
£ O \ov“ & I LS
?"\} QQ\(@' N \"29\0 R é\z;\'q 4{0\ Q.}C\ Rys. 3 Epidemiologia alergii kobaltowej
v Q& w wybranych parnstwach Europy w latach
& 2007-2008 [13].

Podobne wahania liczby uczulonych obserwuje sie w panstwa azjatyckich - alergia na kobalt najczesciej
wystepuje w Tajlandii (16,0%), Kuwejcie (9,1%) oraz Singapurze (8,2%) natomiast kraje, w ktorych
obserwuje sie sredni odsetek uczulenia to m.in. Indie i Turcja [14]-[18]. Amerykanskie badania NACDG
(The North American Contact Dermatitis Group) wykazaty rowniez podobng charakterystyke czestosci
wystepowania alergii kobaltowej w Stanach Zjednoczonych [19].

3. Zastosowanie modyfikowanych biopolimerdw do wychwytywania jondw Cr(l11)/Cr(VI) i Co(ll)

Chitozan jest biopolimerem powstajagcym w wyniku deacetylacji chityny, naturalnego surowca
pozyskiwanego najczesciej ze skorup krabow, krewetek, kryli i innych skorupiakéw. Chitozan, dzieki
swoim wiasciwosciom chemicznym znajduje szerokie zastosowanie w farmakologii (kontrolowane
uwalnianie lekow), biomedycynie (implantowanie), przemysle spozywczym (dietetyka — wigzanie
ttuszczéw, redukcja cholesterolu, ochronne powtoki antybakteryjne iantygrzybiczne owocéw)
oraz oczyszczaniu wody i Sciekdw, a takze usuwaniu jondw metali (gtdéwnie ciezkich) [20]-[22].

Struktura chitozanu pozwala wprowadza¢ réznorodne modyfikacje, takie jak podstawienie
(np. karboksyalkilacja, cyjanoetylacja), zmiane dtugosci tancucha (usieciowanie, kopolimeryzacja),
depolaryzacje chemiczng (kwasy, wolne rodniki) oraz enzymatyczng (np. chitanaza). Ponadto, chitozan
moze tworzy¢ struktury morfologiczne, takie jak filmy, wtdkna, hydrozele, membrany, nanoczgstki
i mikrokulki itd., co w potgczeniu z szerokim spektrum potencjalnych modyfikacji umozliwia —
w zaleznosci od wymagan — jego optymalne zastosowanie [22].

Wykazano, iz modyfikacja chitozanu za pomocg aminokwaséw (np. glicyny, kwasu asparginowego
w Srodowisku chlorku fluorenylometoksykarbonylu), EDTA czy kwasu p-aminobenzoesowego (PABA)
pozwala znacznie poprawic zdolnos¢ chelatacji jondw metali [23]-[25].
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Niemniej, przy opracowywaniu formulacji preparatu kosmeceutycznego nalezy wzig¢ réwniez pod
uwage nie tylko zdolnos$¢ do wychwytywania jondw metali, ale takze aktywnos¢ biologiczng chelatora
i jego zdolnos¢ do penetrowania skory i przenikania do organizmu (Raport ekspert ds. koordynacji
metali — pomoc merytoryczna: Zadanie 1). Wymienione wczesniej modyfikatory EDTA i PABA moga
wywotywacé podraznienia i odczyn alergiczny skory, a w skrajnych przypadkach dziata¢ toksycznie
(EDTA [26]) lub prowadzi¢ do uszkodzenie DNA (PABA [27]). Niemniej wazne jest rowniez, Srodowisko
prowadzenia reakcji modyfikacji chitozanu - wykorzystany przez badaczy w [23] odczynnik sprzegajacy
- kwas glioksalowy moze bowiem wywotywacé reakcje alergiczng skory [28].

W zwigzku z powyiszym, dla potrzeb opracowania formulacji preparatéw kosmeceutyczych
pozwalajgcych w sposdb bezpieczny i skuteczny zapobiegac alergii kontaktowej na chrom i kobalt,
zaproponowano modyfikacje biopolimeru — chitozanu w oparciu o biozgodne i nietoksyczne
komponenty. Strategia syntezy zostata oparta na modyfikacji biopolimeru — za pomocg molekuty
modyfikatora (np. czasteczki peptydu), w celu zwiekszenia zdolnosci chelatacji metali. Szczegdlny
nacisk potozono na biozgodno$é wytworzonych substancji aktywnych i samego procesu ich
wytwarzani, co jest niezwykle istotne dla osdb ze skérg alergiczng i wrazliwg. Jako modyfikatory
zaproponowano nastepujgce zwigzki: tripeptyd GHK, melatonina (MEL), glutation (GSH), karnozyna
(KAR), kwas p-aminobenzoesowy (PABA), tripeptyd AHK, alantoina (ALAN), kwas 2-pikolinowy (PIK),
kwas laktobionowy (LA), N-acetylocysteina (NAC). Struktury zaproponowanych modyfikatoréw
przedstawiono na rysunku 4.

Zanim przystgpiono do badan zaproponowane modyfikatory zostaty poddane ocenie przez Eksperta
ds. koordynacji metali — prof. dr. hab. Wojciecha Bala. W szczegdlnosci, analizie teoretycznej poddano
zdolnosci chelatujace, utleniajgce lub redukujace jony chromu(lll) i (VI) oraz kobaltu(ll):

— karnozyna (KAR) oraz tripeptydy GHK i AHK ze wzgledu na zbyt niskie state wigzania nie znajda
zastosowania do immobilizacji omawianych jonéw, nie maja tez pozgdanych zdolnosci redoks;

— glutation (GSH) jest potencjalnie dobrym czynnikiem wigzgcym jony Co(ll), natomiast ze wzgledu
na niekorzystne ufozenie grup karboksylowych, moze wykazywaé nizsze powinowactwo do
wigzania jondéw Cr(lll). Jest natomiast dobrym czynnikiem redukujgcym chromiany, chod
N-acetylocysteina (NAC) wykazuje wieksze powinowactwo do redukcji jondw Cr(VI);

— wtasciwosci koordynacyjne kwasu p-aminobenzoesowego (PABA) zalezg od wzajemnej orientacji
jego grup funkcyjnych: synergie wigzania zapewnia tylko forma orto, natomiast niezbedne bytoby
dalsze podstawienie jego czasteczki dla umozliwienia immobilizacji na nosniku polimerowym jako
jednostki chelatujacej dla jonu Co(ll);

— melatonina (MEL) nie posiada zdolnosci chelatujgcych, jest natomiast dogodnym i w petni
biozgodnym akceptorem rodnikowym, moze wiec zosta¢ zastosowana jako substancja pomocnicza
przy redukcji Cr(VIl) do Cr(lll), ktéry wykazuje znacznie mniejsze zdolnosci do penetrowania
naskorka;

— kwas laktobionowy (LA) moze by¢ dobrym czynnikiem wigzgcym jony Cr(lll), znana jest jednak jego
reaktywnos¢ wobec chromianéw, w ktdérej ulega on przemianie do keto-pochodnych,
jako produktéw utleniania. Ponadto w tym procesie powstajg potencjalnie toksyczne, wzglednie
stabilne kompleksy Cr(V), ktére mogg reagowac¢ podobnie jak wolne rodniki [21]. A zatem,
konieczne jest przetestowanie reakcji LA z chromianami w masie kosmetycznej i rozwazenie jego
immobilizacji.
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SYNTEZA NOWYCH SUBSTANCJI — ZADANIE NR 2

1. Procedura sprzegania chitozanu z modyfikatorem

Substancje aktywne otrzymano w reakcji sprzegania chitozanu z wybranymi modyfikatorami (Rys. 4)
wedtug procedury schematycznie przedstawionej na rysunku 5. Przy przeprowadzaniu reakcji
sprzegania uwzgledniono zasady koncepcji zielonej chemii (green chemistry), nie dodajac
rozpuszczalnikow i odczynnikdw sprzegajgcych.

ZAWIESZENIE BIOPOLIMERU

W WODZIE
A 4
KONDYCIONOWANIE ROZPUSZCZENIE
BIOPOLIMERU MODYFIKATORA
l |
v
SPRZEGANIE/MODYFIKACIA

\4

0OCzYSZCZANIE

\ 4

LIOFILIZACIA Rys. 5 Schemat procesu sprzegania chitozanu z wybranymi
modyfikatorami.

Uzyskano siedem substancji aktywnych — chitozanu modyfikowanego: alantoing (CH-ALAN),
glutationem (CH-GSH), kwasem laktobionowym (CH-LA), kwasem p-aminobenzoesowym (CH-PABA),
kwasem 2-pikolinowym (CH-PIK), melatoning (CH-MEL) oraz N-acetylocysteing (CH-NAC).

2. Wstepna ocena wytworzonych substancji aktywnych

Przeprowadzono wstepng ocene substancji aktywnych poddajac je analizie sensorycznej (wyglad,
barwa, zapach) i badaniom kolorymetrycznym po dodaniu roztworéw metali Cr(lll), Cr(VI), Co(ll), Ni(ll).
Ponadto, biorgc pod uwage, ze substancja aktywna jest wprowadzana do formulacji kosmetycznej
w postaci zelu, dodatkowo zbadano jej rozpuszczalnosé¢ w 2% roztworze kwasu mlekowego.

Substancja aktywna wystepuje w postaci proszku (pylistego lub drobnego) o barwie od jasno-
do ciemnozoéttej. Szczegdlnie waznym parametrem oceny sensorycznej jest zapach, ktéry moze miec
znaczenie przy zastosowaniu substancji aktywnej w formulacji kosmetycznej i ocenie konsumenckiej
wiasciwosci koncowego produktu. Wszystkie badane substancje majg zapach charakterystyczny,
ale co nalezy podkresli¢ nie jest on draznigcy.

Badaniom kolorymetrycznym poddano substancje aktywne w roztworach metali Cr(lll), Cr(VI), Co(ll),
Ni(ll). Cho¢ przedmiotem badan w niniejszym projekcie jest poznanie zdolnosci substancji aktywnych
do chelatowania, redukcji lub utleniania Cr(lll)/Cr(Vl) i Co(ll) to z punktu widzenia analiz
poréwnawczych kluczowe byto przeprowadzenie badan réwniez dla Ni(ll). W szczegdlnosci,
poréwnanie obserwacji dla dobrze przebadanego i poznanego uktadu CH-GSH/Ni(ll) pozwala
whnioskowac o zdolnosciach kompleksotwdrczych pozostatych substancji.
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Zmiany we wszystkich uktadach koloidalnych obserwowano tuz po zmieszaniu sktadnikdw, a nastepnie
po uptywie 5i 24 godzin.

W uktadzie CH-GSH/Ni(ll) w efekcie chelatowania jondw niklu przez substancje aktywng, po uptywie
24 godzin ma miejsce zmiana barwy substancji aktywnej z brgzowej (t = 0) na zielonobrgzowg
(t=24h). Analogiczng zmiane obserwuje sie réwniez w uktadzie CH-NAC/Ni(ll). W przypadku
pozostatych uktaddw poczatkowa barwa substancji aktywnej jest jasnozielona (t = 0), co moze wynikac
z braku obecnosci grupy tiolowej (-SH) w czgsteczce modyfikatora (GSH i NAC zawierajg te grupe
funkcyjng). Po uptywie 24 godzin we wszystkich uktadach nastgpita zmiana barwy na zielong. Zmiana
barwy substancji aktywnej w roztworze Ni(ll) $wiadczy o zdolnosSciach chelatujgcych, utleniajgcych
lub redukujgcych badanych substancji aktywnych.

Dla roztwordéw substancji aktywnej w Cr(lll) we wszystkich uktadach, zaobserwowano czesciowe
rozpuszczenie substancji, a nastepnie zgestnienie probki. Ze wzgledu na te specyficzng witasciwosc
niezwykle trudno jest obserwowad¢ zmiany kolorystyczne substancji aktywnej i jednoznacznie
whioskowac o jej potencjalnych zdolnosciach chelatujgcych, utleniajgcych lub redukujgcych. Badanie
to nie jest jednak uznawane za kluczowe dla oceny wymienionych powyzej zdolnosci, biorac
pod uwage, iz przede wszystkim Cr(VIl) ma zdolnos¢ przenikania przez skére, rysunek 1.

W ocenie kolorymetrycznej przeprowadzonej dla Cr(VI) obserwuje sie pomarariczowa (t = 0) barwe
substancji aktywnej w przypadku CH-GSH i CH-NAC oraz 26ttg (t=0) w przypadku pozostatych
substancji aktywnych. Po uptywie 24 godzin we wszystkich badanych ukfadach obserwowana
jest wyrazna zmiana barwy: na szarozielong dla CH-LA i ciemnobrazowa we przypadku pozostatych
substancji. Tak wyrazna zmiana zabarwienia moze swiadczy¢ o zdolnosciach substancji aktywnych
do chelatowania, utleniania lub redukc;ji Cr(V1).

Ostatnim przebadanym metalem, dla ktérego dokonano oceny kolorymetrycznej jest Co(ll).
W przypadku CH-GSH i CH-NAC obserwuje sie brgzowg (t=0) barwe substancji aktywnej,
a w pozostatych przypadkach rézowg lub jasnorézowag barwe. Efekt kolorymetryczny po uptywie
24 godzin jest znacznie mniej zauwazalny niz w przypadku badan dla Ni(ll) i Cr(VI), za wyjatkiem
CH-GSH, ktéry zmienia barwe na ciemnobrazowg (t = 24 h).

Na podstawie przeprowadzonych badan kolorymetrycznych mozna przyjac, ze otrzymane substancje
aktywne wykazujg zréznicowane zdolnosci chelatujgce, utleniajgce lub redukujgce jony chromu(lll)
i (V1) oraz kobaltu(ll).

Wszystkie przebadane substancje aktywne rozpuszczajg sie w 2% roztworze kwasu mlekowego
(co jest niezwykle wazne z punktu widzenia opracowania samej formulacji kosmetycznej
i jej stabilnosci). Zele wykazujg pH ok. 5.35-5.79, a zatem w granicach pH bezpiecznego dla skory.
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Ill.  OPTYMALIZACJA PROCESOW SYNTEZY SUBSTANCJI AKTYWNEJ — ZADANIE NR 3

Zrealizowane w ramach badan przemystowych zadanie polegato na przeprowadzeniu optymalizacji
syntezy substancji aktywnej w celu doboru ustawien procesowych — czasu, temperatury i mocy
mikrofal. Prace prowadzono przy wykorzystaniu zestawu do syntezy mikrofalowej, w ktérego sktad
wchodzit syntezator MARS 6, wiréwka, zamrazarka i liofilizator.

1. Optymalizacja syntezy substancji aktywnej — etap kondycjonowania i etap sprzegania

Synteza substancji aktywnej opierata sie na modyfikacji chitozanu, zawierajgcego reaktywne grupy
aminowe za pomocg molekuty modyfikatora, z wykorzystaniem tworzenia wigzania peptydowego,
estrowego lub oddziatywan van der Waalsa. Synteza prowadzona byta w wariancie green chemistry
(bez dodatku rozpuszczalnikéw i odczynnikdow sprzegajacych) wg know-how KF Niccolum. Proces
syntezy byt wieloetapowy, przy czym kluczowe byta moc mikrofal oraz czas kondycjonowania
chitozanu w aparacie MARS 6. W celu uzyskania najlepszego jakosciowo produktu, poddano
optymalizacji te dwa parametry.

Optymalizacje procesu syntezy przeprowadzono dla wybranej substancji aktywnej — chitozanu
modyfikowanego glutationem. Substancja aktywna zostata wytworzona w dwoéch wariantach
ustawien parametréw syntezatora MARS 6 dla etapu kondycjonowania oraz etapu sprzegania:
Metoda I: przy narastajgcej mocy mikrofal i czasie 5 minut.

Metoda Il: przy statej mocy mikrofal i czasie 4 minut.

Parametry procesowe dla obu metodyk zestawiono w Tabela 1.

Tabela 1 Parametry prowadzenia procesu syntezy substancji aktywnej (etapu kondycjonowania i etapu sprzegania) dla
metody | oraz metody Il

METODA:
PARAMETRY:

| ]
Moc mikrofal 200 W, narastajaca 200 W, stata
Czas 5 minut 4 minuty
Temperatura 40 °C 40 °C
Szybkos$¢ mieszania  wysoka wysoka

10
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2. Ocena wtasciwosci fizykochemicznych wytworzonych substancji aktywnych

Wytworzona badanymi metodami (metodg | oraz metodg Il) substancja aktywna — biopolimer
modyfikowany glutationem, zostata poddana badaniom fizykochemicznym. Badania obejmowaty:
ocene sensoryczng, wyznaczenie pH 1%-owej zawiesiny wodnej biopolimeru, oznaczenie zawartosci
siarki oraz analize kolorymetryczng. Analiza kolorymetryczna polegata na ocenie zmiany barwy po
dodaniu roztworu zawierajgcego jony metalu — chromu i kobaltu. Badania przeprowadzono réwniez
dla jonéw niklu(ll). Na Rys. 6 przedstawiono wodne roztwory jonédw metali Cr, Co oraz Ni o réznych
stezeniach.

Rys. 6. Roztwory jonéw metalii od lewej — Cr(lll) o stezeniu 50 mmol/L, Cr(Vl]) o stezeniu
25 mmol/L, Co(ll) o stezeniu 50 mmol/L, Ni(ll) o stezeniu 50 mmol/L

Wyniki przeprowadzonych badan poréwnawczych przedstawiono w Tabela 2.

11
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Tabela 2 Ocena wtasciwosci fizykochemicznych substancji aktywnej wytworzonej metoda | oraz metoda Il

METODA: | Il

WYGLAD: drobny proszek drobny proszek

BARWA: jasnozoétta jasnozoétta
ZAPACH: charakterystyczny, niedraznigcy  charakterystyczny, niedraznigcy
pH (1% ZAWIESINA WODNA): 4,20 4,23
ZAWARTOSC SIARKI [%]: 1,17 1,07

ZABARWIENIE W ROZTWORZE:

cr(im)

Cr(VI)

Co(ll) ] .

@

Ni(11)

12



d . . —
. QDaZOWSZe, Uitk N

Program Regionalny serce Polski Rozwoju Regionalnego S

3. Optymalizacja etapu oczyszczania substancji aktywnej

Badanie przeprowadzono dla wybranej substancji aktywnej — chitozanu modyfikowanego glutationem.

Dalsza optymalizacja procesu syntezy substancji aktywnej obejmowata etap oczyszczania prowadzony
przy uzyciu wirdwki. W procesie wykonano 7 wirowan, w wyniku czego zuzyto facznie ok. 6 litrow
wody. Proces oczyszczania polegat na kilkukrotnym ptukaniu substancji aktywnej woda dejonizowana
bezposrednio po procesie syntezy, a nastepnie odwirowaniu i zlaniu supernatantu. Badano tak
uzyskane supernatanty po kolejnych wirowaniach. Wyznaczano pH oraz przeprowadzono reakcje
barwng z roztworem jonéw roztwordw metali z Rys. 6 poprzez dodanie ich do 50 ml supernatantu.
Otrzymane wyniki zestawiono w Tabela 3.

Tabela 3 Proces oczyszczania substancji aktywnej — poréwnanie otrzymanych supernatantdw oraz zmian pod wptywem
dodatku roztworu zawierajgcego jony chromu(lll), jony chromu(VI), jony kobaltu(ll) oraz jony niklu(ll)

WIROWANIE

1 2 3 4 5 6 7
llo$¢ zuzytejwody [L]: O ~2 ~1 ~1 ~1 ~0,5 ~0,5
pH: 6,19 5,86 5,61 5,51 5,45 5,30 4,97

Zabarwienie
po odwirowaniu:

Zabarwienie
po dodatku Cr(lll)

Zabarwienie
po dodatku Cr(VI)

13
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Zabarwienie ~
po dodatku Co(ll): 5
4

Zabarwienie
po dodatku Ni(ll):

L 5 6 #

4. Podsumowanie

Zrealizowane badania miaty na celu dobdér parametréw procesowych dla syntezy substancji aktywnej
metodg syntezy mikrofalowej. Podczas etapu kondycjonowania oraz etapu sprzegania poréwnano 2
warianty ustawien parametrow pracy syntezatora MARS 6, tj. narastajgca moc mikrofal i czas 5 minut
— metoda |, oraz stata moc mikrofal i czas 4 minuty — metoda Il. Wydajnos$¢ procesu syntezy w obu
przypadkach byta poréwnywalna, dla metody | wynosita 64,6% a dla metody Il - 63,7%. Badania
kontrolne wykazaty brak rdznic witasciwosci fizykochemicznych substancji otrzymanych obiema
metodami.

Przy zastosowaniu metody | zuzycie prgdu podczas etapu kondycjonowania i sprzegania zostato
oszacowane na 0,0477 kWh/synteze, natomiast przy metodzie Il zuzyto 0,0533 kWh/synteze.

Przy zatozeniu kosztu energii 0,50 zt/kWh odpowiada to odpowiednio wartos$ci 0,024 zt/synteze oraz
0,027 zt/synteze. Koszt produkcji 1 kg substancji aktywnej w przypadku zastosowania metody Il bedzie
0 0,018 zt wyzszy niz przy zastosowaniu metody |, i 1,8 zt wyzszy dla produkcji 100 kg.

Stosujac metode Il czas produkcji ulegnie skréceniu — o 24 minuty dla produkcji 1 kg substancji, i 40
godzin dla produkcji 100 kg. Majac na uwadze powyzsze dane, bardziej korzystne bedzie zatem
prowadzenie procesu syntezy substancji aktywnej stosujgc metode II.

Badania nad oczyszczaniem substancji aktywnej, ktére polegaty na kilkukrotnym jej ptukaniu woda
dejonizowang bezposrednio po procesie syntezy, a nastepnie odwirowaniu i zlaniu supernatantu,
wykazaty natomiast, ze ilos¢ wirowan, tj. 7, jest wiasciwie dobrana.

14
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BADANIA BIOINFORMATYCZNE — ZADANIE NR 4

Badania bioinformatyczne (Raport Badania bioinformatyczne — przeszukanie baz danych pod kqtem
wyodrebnienia chelatoréw chromu i kobaltu) wykonano w celu poszerzenia stanu wiedzy o substancji
chemicznych posiadajacych zdolnosci chelatujgce chrom i kobalt. W analizie bioinformatycznej
dla wigzania chromu zaproponowano dimeryczne kompleksy liganda tren [29], [30], sekwencje
biatkowe inspirowane biatkiem ADAM19 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain 19, [31]),
TBA[Cr(SA)2(en)] [29] i pochodne fosforanowe [32].

Z kolei, dla wigzania kobaltu zaproponowano zastosowanie pochodnych fosforanowych [32], szereg
domen biatkowych [33], B-box [34], opatentowany kompleks CTC-96 [35] i syntetyczne sekwencje
peptyddéw E42C i R39C [36].

Rezultaty analizy bioinformatycznej nastepnie poddano ocenie przez Eksperta ds. koordynacji metali —
prof. dr. hab. Wojciecha Bala. W ocenie eksperta szeregi domen biatkowych nie znajdujg zastosowania
do chelatowania jonéw kobaltu ze wzgledu na wtasciwosci fizyczne omawianych czasteczek, tj. bardzo
duza masa i objetos¢ elementu wigzacego pojedynczy jon Co(ll), a dodatkowo ich zastosowanie
nie znajduje uzasadnienia ekonomicznego. Z kolei, CTC-96, ze wzgledu na swoje bardzo interesujace
zdolnosci chelatujgce jony Co(ll), pomimo iz jest substancjg opatentowang moze stanowic inspiracje
dla opracowania nowych chelatorow immobilizowanych na biopolimerze (w tym przypadku nalezy
jednak przeprowadzi¢ badania czystosci patentowej). Z kolei, zastosowanie peptyddéw inspirowanych
sekwencjg biatka ADAM19 do chelatowania jondw chromu jest w opinii eksperta obiecujgce, zaréwno
alternatywnie, jak i wspdlnie z pochodnymi fosforanowymi. Potencjalne zastosowanie pochodnych
fosforanowych jest ponadto zgodne z wynikami raportu Eksperta ds. koordynacji metali
przeprowadzonego na potrzeby pomocy merytorycznej, oméwionej w rozdziale .

Rezultaty badan bioinformatycznych stanowig wartosciowe i inspirujgce uzupetnienie analizy
poznawczej (rozdziat ). Ponadto, poznanie wtasciwosci wyodrebnionych w analizie chelatoréw chromu
i kobaltu stanowi silne potwierdzenie dla zastosowania modyfikatoréw omdwionych w rozdziale 1.3.
i przedstawionych na rysunku 4. Wynika to z faktu, ze wyodrebnione chelatory nie spetniajg kryteriéw
istotnych przy doborze surowcéw do produkcji substancji aktywnej na potrzeby kosmeceutyku. | tak,
na podstawie rezultatéw badan przedstawionych w raporcie bioinformatycznym, w przypadku kobaltu
nalezy rowniez wzigé pod uwage, iz:

— dla szeregu domen biatkowych, nalezatoby uwzgledni¢ jeszcze jeden eksperymentalny etap
polegajgcy na wyodrebnieniu krétkich wigzgcych kobalt fragmentdéw. Jest to podejscie niekorzystne
zarowno z punktu widzenia przeprowadzenia dodatkowych badan eksperymentalnych,
jak i koniecznosci wprowadzenia dodatkowego etapu w procesie produkcyjnym. Nieznana
jest réwniez potencjalna toksycznos¢ takich fragmentéw biatkowych;

— B-box jest motywem z domeny RING, ktéry ze wzgledu na duzg reaktywnosé moze negatywnie
wptywaé na stabilnosé kosmeceutyku.

— modyfikacje CTC-96 (patent) obarczone sg ryzykiem naruszenia prawa patentowego;

— peptydy E42C i R39C to sekwencje syntetyczne, a zatem trudno przewidziec ich toksycznosc i efekt
dziatania na skére cztowieka.
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Z kolei, w przypadku kobaltu nalezy rowniez wzigé pod uwage, iz:

— nieuzasadnione ekonomicznie jest zastosowanie sekwencji biatkowych inspirowanych biatkiem
ADAM19 (koszt zakupu 323 €/1 g przy zakupie 1-20 g — zapytanie ofertowe z dnia 1 sierpnia 2017);

— TBA[Cr(SA)2(en)] — substratami w reakcji kompleksowania chromu(lll) s draznigce dla skory i bton
$luzowych oczu wodorotlenek tetrabutyloamoniowy (TBAOH [37]) i etylenodiamina [38];

— dimeryczne kompleksy liganda tren mogg by¢ toksyczne dla skéry cztowieka.

W raporcie bioinformatycznym zaproponowano réwniez zastosowanie matych chelatoréw
z odpowiednimi buforami i zwigzkami zawierajgcymi grupy fosforanowe.

CHEMICZNA ANALIZA STRUKTURALNA, JAKOSCIOWA | ILOSCIOWA SUBSTANCJI AKTYWNYCH — ZADANIE NR 5

1. Analiza elementarna: oznaczenie zawartosci C, H, N, S

Celem ustalenia sktadu pierwiastkowego substancji aktywnych wykonano analize elementarng
i oznaczono zawarto$¢ C, H, N, S. Procent masowy pierwiastkbw wchodzgcych w sktad badanej
substancji przedstawiono w tabeli 4. Rezultaty wszystkich przeprowadzonych badan i metodologie ich
przeprowadzenia przedstawiono w Raporcie koricowym z realizacji umowy na przeprowadzenie badan
substancji aktywnych — Analiza elementarna: oznaczenie zawartosci C, H, N, S.

Tabela 4. Wybrane wyniki analizy elementarnej: oznaczenie zawartosci C, H, N, S w chitozanie (CH) i substancjach aktywnych
dla czasteczki modyfikatora: alantoiny (CH-ALAN), glutationu (CH-GSH), kwasu laktobionowego (CH-LA), kwasu
p-aminobenzoesowego (CH-PABA), kwasu 2-pikolinowego (CH-PIK), melatoniny (CH-MEL), N-acetylocysteiny (CH-NAC).
W tabeli zestawiono wartosci srednie z dwdch pomiaréw (symbol™ ) oraz obliczony procentowy sktad pierwiastkowy, przy
zatozeniu, ze czasteczka modyfikatora przytgcza sie do biopolimeru co dziesigty mer.

Nazwa S[%] Sobi [%] CI%] Coni [%] H [%] Howi [%] N% Nobi [%]
CH - - 40,10 44,72 6,67 6,83 7,37 8,70
CH-GSH 1,10 1,69 41,24 44,23 6,76 6,58 8,14 9,58
CH-PABA - - 40,66 46,50 6,73 6,65 7,50 8,91
CH-PIK - - 40,58 45,71 6,80 6,42 7,37 8,75
CH-NAC 1,06 1,82 42,67 44,44 6,69 6,67 7,12 8,77
CH-MEL - - 41,25 48,03 6,75 6,80 8,00 9,21
CH-ALAN - - 39,85 43,89 6,55 6,51 8,34 11,20
CH-LA - - 39,61 44,31 6,49 6,67 6,86 7,18

Wyniki analizy elementarnej umozliwiajg ustalenie przyblizonego wzoru sumarycznego badanej
substancji aktywnej. Szczegdlnie przydatne sg oznaczenia zawartosci specyficznych heteroatoméw
innych niz wegiel czy wodér, potwierdzajgce obecnos¢ modyfikatora w prébce.

W przypadku modyfikacji glutationem (CH-GSH) i N-acetylocysteing (CH-NAC) oznaczenie siarki
pozwala potwierdzaé¢ zmodyfikowanie czgsteczki chitozanu i uzyskanie nowej substancji aktywnej,
a takze okreslenie co ktory mer czgsteczka modyfikatora przytacza sie do chitozanu.

Z kolei, w przypadku pozostatych badanych substancji aktywnych analiza elementarna nie dostarcza
jednoznacznych informacji o przeprowadzonych modyfikacjach. Azot, pomimo iz jest specyficznym
heteroatomem, to jako pierwiastek znajdujgcy sie w sktadzie substancji modyfikowanej chitozanu
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(CH), nie moze postuzy¢ do oceny skutecznos$ci modyfikacji. Réwniez ustalenie rzeczywistego wzoru
sumarycznego bioragc pod uwage zawarto$é wegla i wodoru badanej substancji jest niezwykle trudne.
Wynika to faktu, iz zawarto$¢ Con, Hob, Nob, Sobi (Tabela 4) zostata obliczona przy zatozeniu,
ze modyfikacji ulega kazdy mer biopolimeru. W przypadku reakcji modyfikacji chitozanu (CH) nalezy
jednak réwniez wzigé pod uwage, ze:

— nie kazdy mer biopolimeru bedzie ulega¢ reakcji modyfikacji, co schematycznie zobrazowano
na rysunku 7. Na podstawie wynikdw analizy elementarnej dla biopolimeru modyfikowanego
glutationem (CH-GSH) i N-acetylocysteing (CH-NAC) mozina stwierdzi¢, ze we wskazanych
substancjach aktywnych czasteczka modyfikatora przytacza sie odpowiednio co 12 i 13 mer
biopolimeru.

Efekt ten nie jest znaczgco niekorzystny dla zdolnosci chelatowania, redukcji lub utleniania
Cr(IN)/Cr(VI), Co(ll) przez substancje aktywne. Wynika to z faktu, ze niezmodyfikowana czgsteczka
chitozanu réwniez posiada pozgdane witasciwosci [39], [40], a modyfikacja stuzy ich wzmocnieniu.

CH,0H CH,0OH CH,0OH CH,0H
O\[\ 0 0 O oH
OH 0 OH 0N OH 0J OH
N N
HO
+ + +
NHy | NH; |, hIJH NH3
I mer chitozanu (CH) czagsteczka
modyfikatora m

Rys. 7. Produkt procesu sprzegania chitozanu z czasteczka modyfikz;ora.

— modyfikacji poddano komercyjnie dostepny chitozan, ktérego stopien deacetylacji wynosi ~90%
[41] a zatem w masie substancji aktywnej niewykluczona jest obecnos¢ chityny.

CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H

O . Deacetylacja \\O \l\ d
(CH,CO-)

y

3
3

CH3 CH3 CH3

Rys. 8. Reakcji deacetylacji chityny, struktury chemiczne chityny i chitozanu.

— CH-GSH jest substancjg zarejestrowang pod numerem CAS 1513884-52-0. Karta charakterystyki
tej substancji [42] dostarcza bardzo istotnych informacji o jej wtasciwosciach fizykochemicznych
oraz stabilnosci, m.in. réwniez o zdolnosci do pochtaniania pary wodnej z powietrza. CH-GSH
jest substancjg higroskopijng, co pozwala przypuszczaé, ze réwniez pozostate pochodne chitozanu
podobnie bedg wykazywaé wiasciwosci higroskopijne. A zatem, rozbieznosci w oznaczonym
i obliczonym % wagowym C, H, N, S mogg wynikac z obecnosci wody w masie prébki.

2. Analiza spektroskopii UV-Vis

Analize spektroskopii UV-Vis przeprowadzono w celu potwierdzenia powstawania komplekséw metali
Co(Il), Ni(ll), Cr(l1) i Cr(IV) dla wszystkich modyfikatoréow, a nastepnie wtasciwych substancji
aktywnych. tacznie przebadano okoto 70 prébek (dla czterech metali, siedmiu modyfikatoréw
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i siedmiu substancji aktywnych w trzech réznych rozpuszczalnikach, réznicujgc czas pomiaru celem
obserwacji przebiegu kinetyki reakcji kompleksowania). Metodologie i rezultaty przeprowadzonych
badan, a takze niezbedne dodatkowe badania literaturowe przedstawiono w Raporcie z zadania nr 5:
Analiza spektroskopii UV-Vis. Ze wzgledu na obszerno$é tego raportu prezentacje wynikéw
ograniczono do wybranych, reprezentatywnych wynikdw dla substancji aktywnych, ktérych
modyfikatory wykazaty najwiekszg zdolnos¢ chelatowania jondw Co(ll), Cr(l11)/Cr(VI1) i Ni(ll).

Badania spektrofotometryczne UV-Vis przeprowadzono w trzech rozpuszczalnikach: wodzie,
0,8% kwasie mlekowym i 0,8% buforze mleczanowym (pH = 4,2). Biorgc pod uwage fakt, ze pH
kosmeceutyku jest determinowane przez pH skoéry i zakres skutecznego dziatania konserwantu, dalszg
prezentacje wynikdw ograniczono do buforu mleczanowego (pH = 4,2), ktérego pH jest najbardziej
zblizone do rzeczywistych warunkdw stosowania preparatéw zawierajacych substancje aktywna.

Sposrdd przebadanych substancji najefektywniej jony Co(ll), Cr(ll1)/Cr(VI) i Ni(ll) chelatuja CH-GSH,
CH-NAC oraz CH-PIK tj. w widmie UV-Vis obserwuje sie efekty zmiany absorbancji (efekty
hipo- i hiperchromowe) i/lub dtugosci fal (przesuniecia hipso- i batochromowe)).

Widma substancji CH-GSH, CH-NAC po dodaniu roztworu jonéw kobaltu(ll) w czasie t = 0, 30, 60
i 90 min oraz CH-PIK w czasie t = 0 zestawione z widmami roztworu chlorku kobaltu(ll) oraz roztworu
odpowiedniej substancji aktywnej w 0,8 % buforze mleczanowym (pH = 4,2) przedstawiono
na rysunku 9.

Obserwacja kinetyki wigzaniu jonéw Co(ll) przez substancje aktywng CH-GSH (rysunek 9 a),
przy zastosowaniu spektroskopii UV-VIS pozwala potwierdzi¢ zdolnosci chelatujgce CH-GSH. W miare
postepu wigzania jondw Co(ll) przy dtugosci fali Amax= 229 nm, charakterystycznej dla GSH zwigzanego
z nosnikiem polimerowym, obserwuje sie niewielki efekt hipochromowy, ktéry w miare uptywu czasu
ulega wzmocnieniu z Amax= 1,03, przy dtugosci fali Amax= 229 nm w czasie t = 0 min do Amax= 0,97 przy
dtugosci fali Amax= 230 nm w czasie t = 90 min (efektowi temu towarzyszy niewielkie przesuniecie
batochromowe pasma charakterystycznego dla wigzania GSH—Co(ll)). Jednoczesnie, przy dtugosci fal
Amax = 273 nm charakterystycznej dla matrycy polimerowej CH, obserwuje sie stabe przesuniecie
hipsochromowe do dtugosci fali Amax= 272 nm. Ponadto, niewielki pik charakterystyczny dla kobaltu(ll),
o intensywnosci Amax = 0,07, ktérego maksimum odpowiada dtugosci fali Amax = 516 nm ulegt
niewielkimu wzrostowi intensywnosci Amax= 0,09.

W przypadku substancji aktywnej CH-PIK, nie byto mozliwe obserwowanie kinetyki wigzania jonéw
Co(ll) przy zastosowaniu spektroskopii UV-VIS, ze wzgledu na fakt, ze widmo nie ulega zmianom
w czasie (rysunek 9 b). Réwniez sama analiza widma jest niezwykle trudna ze wzgledu na przekroczenie
zakresu pomiaru absorbancji w zakresie dtugosci fal od A = 255 nm do A = 275 nm. Widmo to nie jest
jednak prostg suma widm sktadnikéw roztworu, co swiadczy o natychmiastowym chelatowaniu Co(ll)
przez CH-PIK.
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Rys. 9 Poréwnanie widm UV-Vis
10 mmol/dm3 roztworu chlorku
kobaltu(ll) i 0,3 % roztworu substancji
aktywnej w 0,8% buforze
mleczanowym (pH = 4,2) oraz tego
samego roztworu po dodaniu 10 pl
1 mol/dm3roztworu chlorku kobaltu(ll)
w wodzie (wynikowe stezenie CoCl,
wyniosto 10 mmol/dm3), dla:

a) CH-GSH w czasie t=0, 30, 60 i 90 min.

900 b) CH-PIK wczasie t=0 (widmo

nie ulega zmianom w czasie).
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Obserwacja kinetyki wigzaniu jondw Co(ll) przez substancje aktywng CH-NAC (rysunek 9 c), pozwala
obserwowaé bardzo podobny przebieg zmian w widmach, jak w przypadku CH-GSH (rysunek 9 a).
W miare postepu wigzania jondw Co(ll) przy dtugosci fali Amax= 228 nm, charakterystycznej dla NAC
zwigzanego z nosnikiem polimerowym, obserwuje sie niewielki efekt hipochromowy, ktéry w miare
uptywu czasu ulega wzmocnieniu z Amax= 0,74 (Amax=228 nm, t =0 min) do Amax= 0,629 (Amax= 228 nm,
t = 90 min). Réwniez, niewielki pik charakterystyczny dla kobaltu(ll) przy dtugosci fali Amax= 516 nm
ulegt przesunieciu hipsochromowemu do dtugosci fali Amax= 513 nm. Widmo substancji aktywnej po
dodaniu jondéw kobaltu(ll) nie jest sumg widm sktadnikéw roztworu, co pozwala potwierdzi¢ zdolnosci
chelatujgce CH-NAC wzgledem jonéw Co(ll).

Warto jest réwniez zwrdci¢ uwage, ze w przypadku CH-GSH (rysunek 9 a) i CH-NAC (rysunek 9 b),
po czasie t = 90 min obserwuje sie zmniejszenie intensywnosci pikdw charakterystycznych dla GSH i
NAC zwigzanych z nosnikiem polimerowym. Moze to swiadczy¢ o wieloetapowym mechanizmie
wigzania jonow kobaltu(ll) oraz zréznicowanej stabilnosci utworzonych chelatow.

Widma CH-GSH, CH-NAC oraz CH-PIK po dodaniu roztworu jonéw chromu(lll) w czasie t = 0, 30, 60
i 90 min zestawione z widmami roztworu chlorku chromu(lll) w wodzie oraz roztworu substancji
aktywnych w 0,8 % buforze mleczanowym (pH=4,2) przedstawiono na rysunku 10.

Zastosowanie spektroskopii UV-VIS pozwala potwierdzi¢ zdolnosci chelatujagce CH-GSH rdowniez
wzgledem jonow Cr(lll), (rysunek 10 a). W miare postepu wigzania jondw Cr(lll) przy dtugosci fali Amax
= 232 nm, charakterystycznej dla GSH zwigzanego z nosnikiem polimerowym, obserwuje sie efekt
hiperchromowy i przesuniecie batochromowe, ktére ulegajg wzmocnieniu z Amax= 1,84 (Amax= 232 nm,
t =0 min) do Amax= 2,60 (Amax = 245 nm, t = 90 min). Rdwnolegle obserwuje sie poszerzenie pasma
i zanik szerokiego ramienia piku przy dtugosci fali A = 273 nm. W przypadku pikow charakterystycznych
dla chromu(lll) obserwuje sie przesuniecie hipsochromowe i efekt hiperchromowy, tj. intensywnosé
Amax = 0,31 piku przy maksimum dtugosci fali Amax = 428 nm dla t = 0 min wzrasta do Amax = 0,38,
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a maksimum dtugosci fali ulega przesunieciu do Amax= 425 nm dla t = 90 min, analogicznie A = 0,16,
Amax= 583 nm dla t = 0 min ulega przesunieciu do Amax= 559 nm dla Amax= 0,28 w czasie t = 90 min.

W pordwnaniu do analizy spektroskopii UV-VIS wigzania jonéw Co(ll) przez substancje aktywna
CH-PIK (rysunek 9 b), analiza spektroskopii UV-VIS wigzania jonéw Cr(lll), pozwala uzyska¢ wglad
w kinetyke tego procesu (rysunek 10 b). Analogicznie jak w przypadku wigzania jonéw Co(ll), w zakresie
dtugosci fal A = 220 - 300 nm zakres pomiaru absorbancji przez spektrofotometr zostat przekroczony,
skutkiem czego ta czes¢ widma nie moze zosta¢ poddana wnikliwej analizie. Niemiej, we wskazanym
obszarze obserwuje sie wyrazne poszerzenie pasma tego piku, wraz uptywem czasu odt =0 min do t
= 90 min, powigzane z przesunieciem batochromowym z dtugosci fali A = 309 nm do dtugosci fali A =
322 nm dla absorbancji o intensywnosci A = 0,34.

a) 3,0
cr(iny
CH-GSH
——(245, 2.60) ——— CH-GSH-Cr(Ill), t=0 min
2,5 ——— CH-GSH—Cr(Il1), t=30 min
CH-GSH—Cr(lll), t=60 min
——— CH-GSH—Cr(lll), t=90 min
204 (232, 1.84)
< 1,5 4
(228, 1.08)
1,0 H
(273,0.79) (425,038)  559,0.28)
(428,0.31)
0,5 (583, 0.16)
0,0

300

Rys. 10 Poréwnanie widm UV-Vis
10 mmol/dm3  roztworu chlorku
chromu(lll) i 0,4% roztworu

substancji aktywnej w 0,8 % buforze
mleczanowym (pH = 4,2) oraz tego
samego roztworu po dodaniu 10 pl
1 mol/dm3 roztworu chlorku
chromu(lll) w wodzie (wynikowe
stezenie CrCls wyniosto
10 mmol/dm3), dla:

500 600 700 800 900 a) CH-GSH w czasie t=0, 30, 60 i 90

A (nm)

min.
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2,0
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A (nm) min.
c) 3,0
cr(lny
(245, 2.63) CH-NAC
——— CH-NAC—Cr(lll), t=0 min
2,5 ——— CH-NAC—Cr(lll), t=30 min
——— CH-NAC—Cr(lll), t=60 min
—— CH-NAC—Cr(lll), t=90 min
2,0 H
(232, 1.61)
< 1,5 4
1,0
(434, 0.38) (559, 0.30)
(430, 0.28)
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0,5
0,0 L—

300

T
400
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700 800
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Interesujgcych informacji dostarcza natomiast analiza widm UV-VIS w obszarze dtugosci fal
charakterystycznych dla chromu(lll), (rysunek 10 b). W obszarze tym obserwuje sie efekty hipso-
i hiperchromowe, tj. intensywnos$¢ Amax= 0,15 piku przy maksimum dtugosci fali Amax= 583 nmdlat =
0 min wzrasta do Amax= 0,27, a maksimum dtugosci fali ulega przesunieciu do Amax=559 nm dlat =90

min. Z kolei, w czasie t = 0 min pik o dtugosci fali Amax= 430 nm i intensywnosci Amax = 0,28 ulega
wzmocnieniu do Amax= 0,37 po czasie t = 90 min.
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Kinetyka wigzaniu jondéw Cr(lll) przez CH-NAC (rysunek 10 c) ma bardzo podobny przebieg jak
omoéwione juz CH-GSH i CH-PIK. Obserwuje sie, zaréwno efekt hiperchromowy Amax(t = 0 min) = 1,61
— Amax(t = 90 min) = 2,63, jak i przesuniecie batochromowe Amax(t = 0 min) = 232 — Amax(t = 90 min) =
245,

Z kolei, w przypadku pikéow charakterystycznych dla chromu(lll) obserwuje sie przesuniecie
hipsochromowe i efekt hiperchromowy, tj. intensywnos$é Amax = 0,14 piku przy maksimum dtugosci fali
Amax =583 nm dla t = 0 min wzrasta do Amax= 0,30, a maksimum dtugosci fali ulega przesunieciu do Amax
=559 nm dlat =90 min, analogicznie A = 0,28, Amax= 430 nm dla t = 0 min ulega przesunieciu do Amax=
434nm dla Amax= 0,38 w czasie t = 90 min.

Widma substancji CH-GSH i CH-PIK po dodaniu roztworu jonéw chromu(VI) w czasie t = 0, 15, 30 min
oraz CH-NAC w czasie t = 0 zestawione z widmami roztworu dichromianu (VI) potasu w wodzie
oraz roztworu odpowiedniej substancji aktywnej w 0,8 % buforze mleczanowym (pH = 4,2)
przedstawiono na rysunku 11.

a) 1,4

Cr(V1)
CH-GSH
1,2 CH-GSH—Cr(V1), t=0 min
—— CH-GSH-Cr(VI), t=15 min
] (256, 0.99) ——— CH-GSH—Cr(V1), t=30 min
104 4 (257,0.98)
0,8 H
<
,0.71)
0,6 (350, 0.69) Rys. 11 Poréwnanie widm  UV-Vis
1 mmol/dm3 roztworu dichromianu
(Vl) potasu i 0,02% roztworu
0,4 H substancji aktywnej w 0,8 % buforze
mleczanowym (pH = 4,2) oraz tego
02 J (426, 0.10) samego roztworu po dodlaniu 1,.5 ul
! /(429, 0.10) 1 mol/dm3 roztworu dichromianu
(Vl) potasu w wodzie (wynikowe
0,0 - stezenie roztworu K,Cr,07 wyniosto
' ' ) ' ) ' ) ' ' ' ) ' I 1 mmol/dm3), dla:
300 400 500 600 700 800 900
A (nm) a) CH-GSH w czasie t = 0, 15 i 30 min.
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A (nm) nie ulega zmianom w czasie).

Obserwacja kinetyki wigzaniu jonow Cr(VI) przez substancje aktywng CH-GSH (rysunek 11 a),
przy zastosowaniu spektroskopii UV-VIS pozwala potwierdzi¢ zdolnosci chelatujgce CH-GSH. W miare
postepu wigzania jonow Cr(VI) przy dtugosci fali Amax= 233 nm, charakterystycznej dla GSH zwigzanego
z nosnikiem polimerowym, obserwuje sie niewielki efekt hipochromowy, ktéry ulega wzmocnieniu
Z Amax= 0,83 w czasie t = 0 min do Amax= 0,98 w czasie t = 30 min. Efektowi temu towarzyszy niewielkie
przesuniecie hipsochromowe piku charakterystycznego dla chromu(VI) z dtugosci fali Amax = 429 nm
w czasie t = 0 min do dtugosci fali Amax = 426 nm w czasie t = 30 min, przy zachowaniu statej
intensywnosci Amax = 0,10.
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Rys. 12 Poréwnanie widm  UV-Vis
10 mmol/dm3  roztworu chlorku
niklu(ll) i 0,4 % roztworu substancji
aktywnej w 0,8 % buforze
mleczanowym (pH = 4,2) oraz tego
samego roztworu po dodaniu 10 pl
1 mol/dm3 roztworu chlorku niklu(ll)
w wodzie (wynikowe stezenie
roztworu NiCl, wyniosto
10 mmol/dm3), dla:

a) CH-GSH w czasiet =0, 30i 60 min.

b) CH-PIK w czasie t =0, 15i 30 min.
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03 CH-NAC—Ni(ll), t=30 min
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< 0,2 1
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Z kolei, analiza widm UV-Vis wigzaniu jondw Cr(VI) przez substancje aktywne CH-PIK i CH-NAC jest
niezwykle trudna, zwazywszy na niemalze staty charakter tych widm w czasie. Nalezy jednak
podkresli¢, ze widma te nie sg prostg sumg widm skfadnikdw roztworu, co moze sSwiadczyé
o chelatowaniu jondw Cr(VI) przez obydwie te substancje.

Ostatnig juz serie widm substancji aktywnych CH-GSH, CH-PIK i CH-NAC po dodaniu roztworu jonéw
niklu(ll), przedstawiono na rysunku 12. Ze wzgledu na zrdznicowang kinetyke wigzania tych jondw
przez substancje aktywne, pomiary wykonano w czasie t =0, 30, 60 min dla CH-GSH, t =0, 15, 30 min
dla CH-PIK oraz t =0, 15, 30, 45 min dla CH-NAC. Dla poréwnania przedstawiono widma roztworu
chlorku niklu(ll) oraz substancji aktywnych w 0,8 % buforze mleczanowym (pH =4,2).

Obserwacja kinetyki wigzaniu jonéw Ni(ll) przez substancje aktywng CH-GSH (rysunek 12 a),
przy zastosowaniu spektroskopii UV-VIS pozwala potwierdzi¢ zdolnosci chelatujgce CH-GSH. W miare
postepu wigzania jonow Ni(ll) przy dtugosci fali Amax =228 nm, charakterystycznej dla GSH zwigzanego
z no$nikiem polimerowym, obserwuje sie niewielki efekt hipochromowy, ktéry w miare uptywu czasu
ulega wzmocnieniu z Amax = 0,94, przy dtugosci fali Amax = 228 nm w czasie t = 0 min do Amax = 0,90
przy diugosci fali Amax = 228 nm w czasie t = 60 min. Jednoczesnie, przy dtugosci fal Amax =271 nm
charakterystycznej dla matrycy polimerowej CH, obserwuje sie stabe przesuniecie hipsochromowe
do dtugosci fali Amax = 270 nm. Z kolei, w przypadku pikdw charakterystycznych dla niklu(ll), przy
dtugosci fal Amax = 660 Nnm i Amax = 724 nm przesuniecie batochromowe do dtugosci fal odpowiednio
Amax = 662 NM i Amax = 727 nm. Przesunieciom tym nie towarzyszy znaczgca zmiana intensywnosci
pikéw. Uzyskane rezultaty pozwalajg potwierdzi¢ zdolnosci chelatujgce CH-GSH.

W przypadku substancji aktywnej CH-PIK (rysunek 12 b) w miare postepu wigzania jonow Ni(ll) przy
dtugosci fali Amax = 232 nm, obserwuje sie wyodrebnienie piku dla PIK zwigzanego z nos$nikiem
polimerowym, wigzgcego jony Ni(ll). Z kolei, w przypadku pikdw charakterystycznych dla niklu(ll), przy
dtugosci fal Amax = 661 nm i Amax = 727 nm obserwuje sie przesuniecia batochromowe do dtugosci fal
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Amax = 662 NM i Amax = 737 nm. Przesunieciom tym nie towarzyszy znaczgca zmiana intensywnosci
pikow.

Odmienng charakterystyke zmian w przebiegu widma obserwuje sie natomiast w przypadku CH-NAC
(rysunek 12 c). Po uptywie 45 minut obserwuje sie zmniejszenie intensywnosci z Amax = 0,36 i Amax =
0,23 do Amax =0,33 i Amax = 0,22 oraz niewielkie przesuniecie batochromowe z dtugosci fali Amax =240
do Amax =241 iniewielkie przesuniecie hipsochromowe z Amax =350 do Amax =304. Z kolei, w przypadku
pikéw charakterystycznych dla niklu(ll) obserwuje sie przesuniecie batochromowe z dtugosci fali Amax
=390 nm dlat =0 min do dtugosci fali do Amax =391 nm, przy niewielkim spadku absorbancji o 0,01.

3. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego — *H NMR, 2D *C NMR

Synteze wszystkich substancji aktywnych oparto o ten sam schemat sprzegania chitozanu z wybranymi
modyfikatorami, poprzez utworzenie wigzania peptydowego (rysunek 5). Zastosowanie takiego
samego schematu syntezy pozwolito na ograniczenie kosztochtonnych badan spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego do jednej substancji aktywnej. Do tego celu wybrano substancije
CH-GSH, a dodatkowo zmierzono widma modyfikatora GSH i matrycy polimerowej CH. tacznie
wykonano osiem pomiaréw widm:

— !H NMR matrycy polimerowej CH w D,0;

— widma korelacyjne B¥3C{*H} gHSQC matrycy polimerowej CH w D,0 z sekwencjg impulséw gHSQCAD;

— widma korelacyjne *H{*H} COSY modyfikatora GSH w D,0 z sekwencjg impulséw gCOSY;

— widma korelacyjne BC{*H} gHMBC modyfikatora GSH w 10% DCl i 90% D,0 z sekwencjg impulséw
gHMBCAD;

— H NMR substancji aktywnej CH-GSH, dwukrotnie dla dwéch partii CH-GSH z dwdch réznych syntez;

— widma pseudodwuwymiarowe (DOSY) substancji aktywnej CH-GSH w D,0 z sekwencjg pomiaréw
DgcsteSL, dwukrotnie dla dwdch partii CH-GSH z dwdch réznych syntez;

— widma korelacyjne C{*H} gHMBC substancji aktywnej CH-GSH w 10% DCl i 90% D,0 z sekwencjg
impulséw gHMBCAD, dwukrotnie dla dwdch partii CH-GSH z dwéch réznych syntez;

— widma korelacyjne *C{*H} gHSQC substancji aktywnej CH-GSH w 10% DCl i 90% D,0 z sekwencja
impulséw gHSQCAD, dwukrotnie dla dwdch partii CH-GSH z dwdch réznych syntez.

Na rysunku 13 przedstawiono przyktadowe widmo *H NMR substancji aktywnej CH-GSH w 10% DClI
i 90% D,0. Na potrzeby niniejszego raportu wystarczajgce jest wskazanie, ze na podstawie tego widma
mozna stwierdzi¢ uzyskanie pozadanej modyfikacji w wyniku sprzegania chitozanu z GSH.
Jednoznacznie $wiadczy o tym charakterystyczny dublet o przesunieciu chemicznym 1,2 ppm
pochodzacy od protonu -SH, ktdrego sygnat jest rozszczepiony przez dwa sasiadujgce protony grupy
metylenowej -CH,- oraz sygnaty pochodzgace od pierscienia 2-deoksy-2-aminoglukozy o przesunieciach
chemicznych, zblizonych do danych literaturowych 4.51 ppm, 2.93 ppm i 3.64-3.86 ppm [43].
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Rys. 13 Przyktadowe widmo 'H NMR substancji aktywnej CH-GSH w 10% DCl i 90% D,0.

4, Oznaczanie Co(ll), Cr(VI) i Ni(Il) technikg ICP-MS

Pojemnosci substancji aktywnych na jony Co(ll), Cr(VI) i Ni(ll) oraz stabilnos¢ wigzania tych jonéw
oznaczono technikg ICP-MS. Wyniki badan ICP-MS w postaci zbiorczej przedstawiono w Raporcie:
Chemiczna analiza strukturalna, jakosciowa i ilosciowa substancji aktywnych. Pojemno$¢ substancji
aktywnych na jony Cr(lll) nie zostata zbadana, poniewaz substancje te po dodaniu do roztworu chlorku
chromu(lll), ulegty rozpuszczeniu w efekcie kwasowego odczynu pH ~3.5.

Wyniki pomiaréw technikg ICP-MS stezenia wolnych jonéw metali w roztworze, w obecnosci substancji
aktywnych CH-ALAN, CH-GSH, CH-LA, CH-PABA, CH-MEL, CH-PIK, CH-NAC oraz dla poréwnania
niezmodyfikowanego CH, przedstawiono w przeliczeniu na pojemnos¢ substancji aktywnej. W celu
zbadania stabilnosci wigzania jondw Co(ll), Cr(VI) i Ni(ll) pomiary wykonano tuz po bezposrednim
dodaniu substancji aktywnej (czas t = 0) oraz po uptywie pieciu godzin (czas t = 5h).

Z porédwnania przedstawionego na rysunkach 14, a) i b) wynika, ze CH-GSH i CH-MEL wykazuja
najwiekszg pojemnosé na jony Co(ll), tuz po dodaniu substancji aktywnej do roztworu. Co ciekawe,
w przypadku substancji aktywnych modyfikowanych N-acetylocysteing (NAC), alantoing (ALAN)
i kwasem laktobionowym (LA) pojemnos¢ na jony Co(ll) jest nizsza niz w przypadku
niezmodyfikowanego chitozanu. A zatem modyfikacja chitozanu wskazanymi modyfikatorami
powoduje zmniejszenie zdolnosci koordynacyjnych, w poréwnaniu do niezmodyfikowanego chitozanu.

Ciekawa wiasciwoscig jest zdecydowany wzrost pojemnosci CH-NAC i CH-ALAN po uptywie pieciu
godzin inkubacji. Wskazuje to na dwufazowy charakter reakcji chelatowania, w ktéorym w pierwszej
fazie obserwuje sie zwigzanie ~50% jondéw Co(ll). Wzrost aktywnosci substancji aktywnej w czasie jest
interesujacy z punktu widzenia rzeczywistych warunkéw stosowania preparatéw kosmetycznych
i moze stanowic podstawe do wydtuzenia czasu ochronnego, zalecanego przez producenta.

Za wyjatkiem niezmodyfikowanego chitozanu i CH-PIK wszystkie substancje aktywne tworzg stabilne
wigzania z jonami kobaltowymi, Co(ll).

28



d . .
rropgie  CHATZOWSZEO, Urifirie IR

Program Regionalny serce Polski Rozwoju Regionalnego Xk
a) 30 4
[Jon 78 g
[ sh ;
25,1
23,4
21,921,8 22,0
T 204
Z 18, 18,4
® 16,8
:§’ LA 15,8 16,3
©
2 14,1
3 13,2)
Y
Y 11,5
o 10,6
£ 10
Rys. 14 Wyniki  pomiaréw  ICP-MS
pojemnosci  substancji  aktywnych
na jony Co(ll), przedstawione jako:
0 a) Stosunek masowy schelatowanego
CHIT CH-GSH CH-PABA CH-PIK CH-NAC CH-MEL CH-ALAN CH-LA Co(ll) do masy substancji aktywnej.
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0 Co(ll) zwigzanych przez substancje

CHIT CH-GSH CH-PABA CH-PIK CH-NAC CH-MEL CH-ALAN CH-LA  aktywne.

Z kolei, przedstawione na rysunkach 15, a) i b) wyniki badania pojemosci substancji aktywnych na jony
Cr(VIl) w poréwnaniu z rezultatami przedstawionymi dla Co(ll), na rysunkach 14, a) i b), pozwalajg
stwierdzi¢, ze modyfikacja chitozanu pozwala zwiekszy¢ zdolnosci koordynacyjne substancji aktywnych
wzgledem jondw Cr(VI) w wiekszym stopniu niz w przypadku Co(ll).

Tuz po dodaniu substancji aktywnej do roztworu jondw Cr(VI), CH-PIK i CH-PABA wykazujg najwiekszg
pojemno$¢ na jony Cr(VI), przy czym rozbieznosci w pojemnosciach pomiedzy pozostatymi
substancjami aktywnymi sg zdecydowanie mniejsze niz w przypadku jonéw Co(ll) i zarazem wieksze od
niezmodyfikowanego chitozanu.
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Rys. 15 Wyniki  pomiaréw  ICP-MS
pojemnosci  substancji aktywnych
na jony Cr(VI), przedstawione jako:

0 a) Stosunek masowy schelatowanego
CHIT CH-GSH CH-PABA CH-PIK CH-NAC CH-MEL CH-ALAN CH-LA Cr(VI) do masy substancji aktywne;j.

Za wyjatkiem CH-ALAN, po uptywie pieciu godzin inkubacji obserwuje sie wzrost pojemnosci substancji
aktywnych na jony Cr(Vl). Swiadczy to o dwufazowym charakterze reakcji chelatowania, z tym
ze pierwsza faza jest szybsza, a zwigzaniu ulega az ponad 80% jonéw Cr(VI). Rowniez, za wyjgtkiem CH-
ALAN wszystkie substancje aktywne tworzg stabilne wigzania z jonami chromu(VI).
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b) Wyrazona w procentach, ilos¢
jondw  Cr(VI) zwigzanych przez
substancje aktywne.

CHIT CH-GSH CH-PABA CH-PIK CH-NAC CH-MEL CH-ALAN CH-LA

Wyniki badania pojemosci substancji aktywnych na jony Ni(VI) daty ujemne wartosci pojemnosci
uzyskanych dla chitozanu i substancji aktywnych CH-PIK, CH-MEL oraz CH-LA s$wiadczg o tym, ze
stezenia wolnych jonéw metali w badanym roztworze, sg wyzsze niz stezenie zmierzone dla roztworu
odniesienia. W zwigzku z powyzszym, uzyskano nierzeczywiste rezultaty przeliczenia na pojemnos¢

substancji aktywnej (mgmetalu/ Msubstandji aktywnej), @ Przeprowadzenie analiz analogicznych jak dla jonow
metali Co(ll) i Cr(VI) nie jest mozliwe.
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BADANIA NA SZTUCZNEJ SKORZE, NA KOMORKACH HODOWLANYCH — ZADANIE NR 6

1. Cel badan

Celem badan przeprowadzonych w ramach zlecenia byto okreslenie cytotoksycznosci wybranych
substancji aktywnych o wtasciwosciach chelatujgcych jony chromu i kobaltu na liniach ludzkiej skéry
(keratinocyty i fibroblasty) w warunkach hodowli tkankowej, w celu oceny ich przydatnosci do
zastosowania w kosmetykach.

2. Metodologia badania

Do badan zostaty wybrane dwie modelowe linie komdrkowe: keratinocyty, stanowigce gtéwng mase
naskdrka oraz fibroblasty, tworzgce tkanke tgczng wtéknistg skoéry wtasciwej.

Wybrana linia keratynocytéw HaCaT to nienowotworogenna, unieSmiertelniona linia komdrkowa
keratynocytéw cztowieka. Linia wykazuje réznicowanie typowe dla keratynocytéw. Jest to pierwsza
chronologicznie wyodrebniona linia keratinocytarna powszechnie uzywana w badaniach naukowych.

Wybrana do badan linia fibroblastéw BJ (ATCC® CRL2522™) jest pierwotng linig komérkowa pobrang z
tkanki skornej zdrowego noworodka. Linia komdrkowa BJ ma dtugg zywotnos¢ w poréwnaniu z innymi
normalnymi liniami ludzkich komaérek fibroblastow. Komérki te majg zgtoszony prawidtowy diploidalny
kariotyp do 61-go podwojenia populacji. Dajg ujemny wynik aktywnosci telomerazy.

Komérki HaCaT hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem 10 % surowicy ptodowej cielecej. Komorki
BJ hodowano na pozywce EMEM z dodatkiem 10 % surowicy ptodowej cielecej. Obie linie w momencie
rozpoczecia testow wykazywaty ujemny test na mykoplazme.

Wykonano testy na dostarczonych substancjach aktywnych i ich nosnikach, facznie 14 preparatéw
(Tabela 5). Dokonano doboru zakresu stezen do badania na podstawie rozpuszczalnosci dostarczonych
preparatéw. Substancje aktywne 1-6 roztwarzano sterylnie w pozywkach z dodatkiem surowicy
cielecej w temp. 37°C, intensywnie mieszajgc. Po przygotowaniu roztworéow pH zobojetniono (warunki
hodowli komérkowej w pozywce typu MEM). Substancje 7-13 roztwarzano sterylnie w pozywkach z
dodatkiem surowicy za pomocg homogenizatora. Uzyskane zawiesiny, stabilne przez 3 dni w 37°C,
dodawano do hodowli komérkowe] bezposrednio po przygotowaniu. W przypadku substancji 7-13
dostosowanie pH nie byto mozliwe, poniewaz substancje stracaty sie z roztworéw obojetnych. Dlatego
w przypadku tych substancji zastosowano jako kontrole nosnik o pH wyjsciowym (preparat 14).
Maksymalne stezenia dla substancji aktywnych, jakie udato sie osiggng¢ w pozywkach do hodowli
komérkowej wynosity odpowiednio (Tabela 5):

31



d . . —
. QDaZOWSZe, Uitk N

Program Regionalny serce Polski Rozwoju Regionalnego S

Tabela 5. Zestawienie preparatow aktywnych badanych w tescie cytotoksycznosci na komérkach HaCaT i BJ; zastosowane
maksymalne stezenia.

nr opis substancji aktywnej* zastosowane stezenie max.
wewnetrzny w badaniu |
badania

1 Polimer modyfikowany CH-GSH w 2% kwasie mlekowym 0,5%

2 Substancja aktywna W (7.7%) w glicerynie i pantenolu 1,8%

3 Substancja aktywna W {13.9%) w pantenolu 0,5%

4 Kwas miekowy (2%), pH 7 0,2%

5 gliceryna (76,9%) + pantenol (15,4) 15% gliceryny 3% pantenolu

6 pantenol (69,4%) 2.4% pantenolu

7 PO-G w 2% kwasie mlekowym 0,5%

8 PME-G w 2% kwasie mlekowym 0,5%

9 PM5-G w 2% kwasie mlekowym stock:pozywka v/v 1:0

10 PMA-G w 2% kwasie mlekowym stock:pozywka v/v 1:9

11 PM2-G w 2% kwasie mlekowym stock:pozywka v/v 1:9

12 P-Gl w 2% kwasie mlekowym stock:poiywka v/v 1:9

13 PM3-G w 2% kwasie mlekowym stock:pozywka v/v 1:9

14 Kwas mlekowy (2%), pH 3 0,2%

*Roztwory wodne

3. Dobor testu przezywalnosci

Dokonano doboru testu cytotoksycznosci witasciwego dla zastosowanych zwigzkéw i linii
komérkowych. Wykluczono mozliwos¢ zastosowania testu aktywnosci metabolicznej oksydoreduktaz
na podstawie redukcji bromku 3- (4,5-dimetylotiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowego (test MTT, (3))
ze wzgledu na wtasciwosci redukujgce zwigzkéw aktywnych (Rys. 16).

0.25
0.2

0.15
| mtt

0.1 o K-
N . . .
0 .
1 2 3 4 5 6

Rys. 16. Preparat CH-GSH (nr wew. badania: 1) wykazuje zdolnos$¢ do redukcji MTT niezalezng od obecnosci oksydoreduktazy.
100 ul zelu o stezeniach 0.50; 0.25; 0.13; 0.06; 0.03; O; w stosunku do wyjsciowego, w wodzie, inkubowano w 37°C 4 h. Po
tym czasie dodano 100 mL DMSO i wytrzgsano 1 min. Zmierzono absorbancje Przy 570 nm. Jako prdébe kontrolng zmierzono
absorbancje w préobkach bez MTT. Jako préby 0 uzyto wody. Doswiadczenie wykonano w dwdéch powtdrzeniach.
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Rys. 17. Test proliferacyjny dla réznych poczatkowych gestosci komdrkowych linii BJ i HaCaT. Przezywalno$¢ mierzona
pochtanianiem czerwieni obojetne;j.

Do oceny cytotoksycznosci preparatéw wybrano test zywotnosci komdrek na podstawie zdolnosci
pochtaniania czerwieni obojetnej (chlorowodorku 3-amino-7-dimetyloamino-2-metylofenylozyny).
Zmierzone stezenie czerwieni obojetnej byto wprost proporcjonalne do ilosci proliferujgcych (zywych)
komédrek w probie. Wykonano eksperymenty dla trzech powtérzen préb pomiarowych. W ramach
kontroli negatywnej (tto) wykonano pomiary dla studzienek niezawierajgcych hodowli komdrkowych.
W ramach kontroli pozytywnej wykonano pomiary dla studzienek zawierajacych nietraktowane
hodowle komdrkowe. Na podstawie uzyskanych krzywych przezywalnosci oceniono wartosci stezen
potmaksymalnego hamowania (ICsp). W celu wyznaczenia tych wartosci zastosowano dopasowanie
funkcji krzywych dawka-odpowiedz na podstawie zmodyfikowanego réwnania Hilla.

Obie linie komérkowe pochtaniaty czerwien obojetng w zakresie odpowiednim do przeprowadzenia
testu. Dokonano doboru wiasciwej gestosci komérkowej. Na podstawie pochtaniania czerwieni
obojetnej wybrano gestosci hodowli, przy ktérych komorki byty w fazie ekspotencjalnej wzrostu (Rys.
17), t.j. 105 kom/mL (104 komérek na dotek 96-dotkowej ptytki hodowlanej) dla linii HaCaT oraz 1%

kom/mL dla linii BJ.
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Nie stwierdzono interakcji pomiedzy badanymi substancjami aktywnymi a intensywnoscia
fluorescencji i absorbancji czerwieni obojetnej.

Zastosowano stezenia poczgtkowe wymienione w Tabela 5, oraz 8 kolejnych rozcienczer w stosunku
1:1. Do wyznaczenia ICsp uzyto odczytanych wartosci fluorescencji z uwagi na lepszg powtarzalnosé i
specyficznosé odczytu fluorescencyjnego niz absorbancji. Wyniki testu pochtaniania czerwieni
obojetnej dla poszczegdlnych substancji aktywnych i nosnikéw sg przedstawione w Tabela 6.

Tabela 6 Wyniki testow proliferacyjnych dla poszczegdlnych substancji aktywnych oraz ich nosnikow.

wartosci IC50
nrwew. HaCaT BJ
substancji
IC50 (%subst) IC50 (%subst)
1 n/t 0.245
2 0.012 0.164
3 0.015 n/a*
4 n/t n/t
5 n/t n/a
6 n/t n/a
7 n/a 0.180
8 n/a 0.090
9 n/a 0.179
10 n/a 0.175
11 n/a 0.157
12 n/a 0.308
13 n/a 0.052
14 n/t 0.072

n/t: zwigzek nie wykazywat istotnego statystycznie obnizenia zywotnosci komérek; n/a: toksyczno$é zwigzku w
osiggalnym zakresie stezen nie dawata dolnego plateau krzywej przezywalnosci. *zwigzek wywotat zmiany
zywotnosci wyrazajgce sie krzywa dzwonowg (typu dawka optymalna).

4. Omodwienie wynikéw

Linia HaCaT: Jedynie substancje 2 i 3 wykazywaty sie toksycznoscig o mierzalnym ICso w osiggalnym
zakresie stezen.

Linia BJ: W komorkach ludzkich fibroblastdw substancje 1-3 oraz 7-13 wykazywalty sie toksycznoscig o
mierzalnym ICso w osiggalnym zakresie stezen. Wartosci toksycznosci byty jednak poréwnywalne z
toksycznosciag samego nosnika substancji aktywnych. Z uwagi na niskg toksycznos¢ substancji
aktywnych 7-13 nie bytlo mozliwe wyznaczenie bezwzglednych (niezaleznych od efektu nosnika)
indeksow ICso dla tych substancji w osiggalnym zakresie stezen.
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5. Podsumowanie i wnioski

Komorki HaCaT, ktére wchodzg w sktad naskdrka, zatem tkanki bezposrednio narazonej na kontakt z
preparatem nie byly wrazliwe na obecnosc¢ polimeréw modyfikowanych (substancje 1, 7 - 13) ani ich
nosnikéw. Substancje 2 i 3 (substancje aktywne W) wykazywaty wysokg toksyczno$é¢ w zakresie
uzyskanych stezen, ICso na poziomie 0,12 i 0,15% zawartosci substancji.

Polimery modyfikowane (substancje 1,7-13) w komdrkach BJ wykazywaty umiarkowang toksycznosc o
mierzalnym ICso, jednak poziom toksycznosci substancji aktywnych 7-13 byt zwigzany z koniecznoscig
zastosowania roztwordow o niskim pH i pordwnywalny z toksycznosciag samego nosnika - kwasu
mlekowego. Poza efektem nosnika substancje 7-13 wykazywaty niskg toksycznosé¢ w zakresie
zastosowanych stezen, ktérej wartos¢ nie przekraczata toksycznosci zawartego w prébach kwasu
mlekowego. W przypadku substancji 7-13 zaobserwowano efekt ochronny wzgledem nosnika.
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BADANIA SUBSTANCJI AKTYWNYCH - BADANIA CZYSTOSCI MIKROBIOLOGICZNEJ, BADANIA FIZYKOCHEMICZNE,
BADANIA TOKSYKOLOGICZNE — ZADANIE NR 7

1. Badania dermatologiczne testem kontaktowym poétotwartym

Cel badania

Ocena u zdrowego, dorostego ochotnika lokalnej tolerancji skérnej produktu kosmetycznego poprzez
jednokrotne natozenie testu ptatkowego i odczyt reakcji skéry po uptywie 48 hi72 h.

Podstawa wykonania badan. Potwierdzona w badaniu czystosé¢ mikrobiologiczna wyrobu wykonana w
S.L.B. ,ITA-TEST”. W badanych préobkach KFN0001 KF NICCOLUM oraz KFNO0O3 KF NICCOLUM nie
stwierdzono obecnosci tlenowych drobnoustrojow mezofilnych.

Charakterystyka wyrobu.

Jednorodna, potyskliwa emulsja, barwa kremowa, zapach delikatny. Deklarowane przeznaczenie
wyrobu: wyrdb przeznaczony jest do pielegnacji skory.

Sposdb prowadzenia badan

Badany wyrdb w ilosci 0,1 g nanoszono na krazki bibutowe (Whatmann 3), ktére umocowywano
plastrem porowatym - hypoalergicznym (chirurgicznym) na ramionach po stronie wyprostnej lub na
plecach. Préby zdejmowano po 48h. Pierwszego odczytu dokonywano 15 minut po zdjeciu proby,
nastepnego - po 72h od natozenia testu. Ocen odczynéw dokonano wedtug skali, ktéra zgodna jest z
ogolnie przyjetg skalg w badaniach dermatologicznych. Badania trwaty 4 dni.

Wvyniki badan dermatologicznych

W grupie badanych 20 oséb, w tym 13 z dodatnim wywiadem alergicznym nie stwierdzono dodatnich
odczyndéw, co Swiadczy o tym, ze badany wyrdb nie wykazuje wtasnosci draznigcych lub uczulajgcych.

Opinie i interpretacje

Na podstawie wynikow przeprowadzonych testdw kontaktowych poétotwartych stwierdzono, ze
badany pod wzgledem dermatologicznym KFN00O1 KF NICCOLUM oraz KFN0O003 KF NICCOLUM
spetnia wymagania testu zgodnosci ze skdrg (Skin Compatibility Test).
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2. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne zostaty przeprowadzone przez Laboratorium Badawcze ITS-TES.

Mazowsze.

serce Polski

Unia Europejska

Europejski Fundusz
Rozwoju Regionalnego

Badania przeprowadzano na obecnos$¢ Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus oraz zostata oznaczone ogdlne liczba tlenowych drobnoustrojow mezofilowch, w tym ogdlna
liczba bakterii tlenowych mezofilowych oraz liczba drozdzy i zarodnikdw plesni. Metoda oznaczania
byta metoda PB93/ChM ITA-TEST wd. 2 z dnia 05.08.2008.

Zostaty przebadane prébki SG 1801, SC 1801A, CH-JAP.

Badanie mikrobiologiczne préobki SG 1801

Tabela 7 Wyniki badania mikrobiologicznego prébki SG 1801

L.p.

Metoda oznaczania

Rodzaj badania Wrynik oznaczenia
Oznaczanie ogdlnej liczby tlenowych .
drobnoustrojéw mezofilnych, w tym: <10jtk/g

- ogdlna liczba bakterii tlenowych <10 jtk/g
mezofilnych

- liczba drozdzy i zarodnikéw plesni | <10 jtk/g

Staphylococcus aureus

Nie stwierdzono
obecnosciwo0,1g
prabki

Pseudomonas aeruginosa

Nie stwierdzono
obecnosciwo,1g
probki

Candida albicans

Nie stwierdzono
obecnosciwo0,1g
probki

PB 39/ChM ITA-
TEST wyd. 2 z dnia
05.08.2008

Na podstawie wynikéw zamieszczonych w Tabela 7. Badania wykazaty nieobecnos¢ Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus w 0,1 g. W badanej prébce SG 1801 nie stwierdzono
obecnosci tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych przekraczajgcych <10 jtk/g.
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Badanie mikrobiologiczne préobki SC 1801A

Tabela 8 Wyniki badan mikrobiologicznych prébki SC 1801A

Mazowsze.

serce Polski

Unia Europejska

Europejski Fundusz

Rozwoju Regionalnego

L.p.

Metoda oznaczania

Rodzaj badania Wynik oznaczenia
Oznaczanie ogodlnej liczby tlenowych o
drobnoustrojéw mezofilnych, w tym: 7:5% 10'jtk/g

- ogolna liczba bakterii tlenowych 7,5% 10 jtk/g
mezofilnych

- liczba drozdzy i zarodnikéw plesni | <10 jtk/g

Staphylococcus aureus

Nie stwierdzono
obecnosciw 0,1 g
probki

Pseudomonas aeruginosa

Nie stwierdzono
obecnosciwo,1 g
probki

Candida albicans

Nie stwierdzono
obecnosciw 0,1 g
probki

PB 39/ChM ITA-
TEST wyd. 2 z dnia
05.08.2008

Badania wykazaty nieobecnos¢ Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus w
0,1 g. Na podstawie wynikow zamieszczonych w Tabela 8, w badanej prébce SC 1801A stwierdzono
obecno$é¢ tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych wynoszacg 75 jtk/g. Specyfikacja producenta

zaktada jednak, ze dopuszczalne jest skarzenie surowca do 1000 jtk/g .

Badanie mikrobiologiczne probki CH-JAP

Tabela 9 Wyniki badan mikrobiologicznych prébki CH-JAP

L.p.

Metoda oznaczania

Rodzaj badania Wrynik oznaczenia
Oznaczanie ogdlnej liczby tlenowych .
drobnoustrojoéw mezofilnych, w tym: <10jtk/g

- ogoblna liczba bakterii tlenowych <10 jtk/g
mezofilnych

- liczba drozdzy i zarodnikéw plesni | <10 jtk/g

Staphylococcus aureus

Nie stwierdzono
obecno$ciw 0,1 g
probki

Pseudomonas aeruginosa

Nie stwierdzono
obecnosciw 0,1 g
probki

Candida albicans

Nie stwierdzono
obecno$ciw 0,1 g
probki

PB 39/ChM ITA-
TEST wyd. 2 z dnia
05.08.2008

Badania wykazaty nieobecnosc Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus w
0,1 g. W Na podstawie wynikdw zamieszczonych w Tabela 9, w badanej prébce CH-JAP nie stwierdzono
obecnosci tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych przekraczajgcych <10 jtk/g.
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Test konserwacji

Mazowsze.

Testem obcigzeniowym poddano préobke KFPJ0O74

serce Polski

Unia Europejska

Europejski Fundusz
Rozwoju Regionalnego

Badania wstepne wykazaty, ze jest produkt jest czysty mikrobiologicznie. Stosowang metodg byta
metodyka akredytowana, zgodnie z normg PN-EN ISO 11930:2012 + Ap1:2017-05. Wyniki testu
obcigzeniowego zamieszono w Tabela 10.

Tabela 10 Wyniki badania obcigzajgcego — testu konserwacji dla prébki KFPJ074

llosc Uzyskane wyniki
drobnoustrojow )
Poziom
Lab. Badany szczep w \ "
standaryzowanej kontaminacji | pg 7 gniach | Po 14 dniach | Po 28 dniach
zawiesinie
_ _ 1
Pseudomonas Nee 1.9¢10 !"lx-‘l-UKlUl !"Jx—<1,0><10 !\I;xl,ﬂxlﬁl
Lt Aeruginosa N=1,9x106 jtk/ml | Jtk/g jtk/e jtk/g
ATCC 9027 itk/e
Log R=24,3 Log R=24,3 Log R=24,3
_ _ 1
Staphylococcus Nee 1 50105 !’11-‘:1,0}:101 !\I,—él,OxlU !\Ii={1,0x1l'}1
Lt aureus ATCC | N=1,5x108 jtk/ml jtz;g ' jtk/g jtk/g itk/g
6538 Log R=24,2 Log R=24,2 Log R= 24,2
N,=<1,0x10" Ny=<1,0x10* N,=<1,0x10?
Escherichia coli ) Ng= 1,6x10° jitk/ itk itk/
Lt N=1,6x108 jtk/ml Itk/e jtk/g jtk/g
ATCC 8739 XA0Ftk/ml | re
Log R=24,2 Log R=24,2 Log R=24,2
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Unia Europejska

Europejski Fundusz
Rozwoju Regionalnego

Mazowsze.

serce Polski

= '] f . .
L albicans ATCC | N=6,9x107 jtk/ml J':Ef ;-9“1“ jtk/g jtk/g jtk/g
10231 logR=23,8 | LogR=23,8 | LogR=238
R Ne=4,5x10° [ Ny=1,7x10°
spergillus
Ng= 4,9x10%
Lt brasiliensis N=4,9%107 jtk/ml 't:," X X jtk/g jtk/g
ATCC 16404 e
Log R=2,0 Log R=2,5
Bakterie 23 =3 i NI =3i NI
Candida 21 21iNI =1iNI
Wymagania? Log redukcji (Kryterium A) albicans - - -
A -
sperglls [ 206 1
brasiliensis

*- badanie podzlecane objete systemem zarzgdzania laboratorium, a — dopuszczalne odchylenie od wartosci
akceptowalnej stopnia redukcji liczby drobnoustrojow wynosi 0,5 log, (A)- metodyka akredytowana nb- nieobecne jtk-
jednostki tworzgce kolonie, b- liczba drobnoustrojow nie zwieksza sie w stosunku do poczgtkowego poziomu
kontaminacji probki, NO=liczba jtk w 1 g probki po kontaminacji, N- ilos¢ drobnoustrojow w standaryzowanej zawiesinie,
Nx= liczba jtk w 1 g probki po okreslonym czasie, Log R= stopien redukcji liczby drobnoustrojow w Log gdzie R= NO-Nx; x-
badania nie wykonuje sie, NI- liczba drobnoustrojdw nie zwieksza sie

Walidacja neutralizacji

Wyniki
Lab. Szczep

Nvf/ Nvn Nvn Nv Wymagania

Pseudomonas aeruginosa ATCC
Lt 9027 0,66 119 129
Lt Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,75 105 115 Nt/ Bvn
Lt Escherichia coli ATCC 8739 0,73 102 112 0.5
Nvn= Nv

Lt Candida albicans ATCC 10231 0,66 65 69
Lt Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 | 0,76 54 58

Nwf = liczba jtk w 1 ml probki testowej (neutralizator+ badany produkt); Nvn- liczba jtk w 1 ml probki kontrolnej
(neutralizator + rozcienczalnik); Nv- liczba jtk w 1 ml kontroli inokulum

INFORMACJE DODATKOWE: Uzyty neutralizator: Bulion D/E, Zastosowane konserwanty: Euxyl K712 1,00%
(Sodium Benzoate 28,5-31,5%-> 0,32%; Potassium Sorbate 14,3%-15,7%->0,16%). Zastosowane podtoza i
warunki inkubacji: Pozywka z hydrolizatem kazeinowo-sojowym 32,5°C+2,5°C / 3dni (bakterie), Sabouraud
Dextrose Agar 32,5°C+2,5°C / 3 dni (Candida albicans), Potato Dextrose Agar 22,5°C = 2,5°C / 5 dni (Aspergillus
brasiliensis).

Wyniki testu

Testy obcigzeniowe prébnej formulacji ocenity prébke jako: ,Sposéb zakonserwowania produktu
kosmetycznego spetnia kryterium A stopnia redukcji drobnoustrojow testowych”. Badania wykazaty,
ze konserwant uniemozliwia rozwoéj bakterii, co wiecej, jego dziatanie spowodowato zdecydowany
zanik kontaminacji mikrobiologicznej, ktéra byta sztucznie spowodowana na poczatku badania.
Niezwykle istotne jest to, ze poziom kontaminacji w wyniku dziatania konserwantu spadt i wynosit
mniej niz 1,0x10? jtk/g dla kazdego monitorowanego szczepu.
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3. Oznaczenie As, Cd, Pb, Ni w surowcach uzytych do syntezy substancji aktywnych

Celem prowadzonych badan byto oznaczenie catkowitej zawartosci arsenu, kadmu, otowiu
i niklu w szesciu probkach: SG 1801, SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, CH-JAP.

Oznaczenie prowadzono technika spektrometrii mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezonej ICP
MS, po uprzedniej, wspomaganej mikrofalowo mineralizacji prébek. Granice wykrywalnosci i
oznaczalnosci procedury dla arsenu, kadmu, otowiu i niklu oznaczanych technikg ICP-MS zamieszczono
w Tabela 11. Wyniki catkowitej zawartosci arsenu, kadmu, otowiu i niklu w prébkach z uwzglednieniem
rozcieAczenia umieszczono w Tabela 12.

Tabela 11. Granica wykrywalnosci (GW) i granica oznaczalnosci (GO) procedury dla arsenu, kadmu, otowiu i niklu uzyskane
technikg ICP MS (mg/kg).

Arsen (As) Kadm (Cd) Otéw (Pb) Nikiel (Ni)
[mg/kg] [mg/kgl [mg/kg] [mg/kg]

Granica

0,73 0,35 0,73 1,38

wykrywalnosci (GW)

Granica

0,95 0,45 0,95 1,80

oznaczalnosci (GO)

Tabela 12. Catkowita zawartos¢ arsenu, kadmu, otowiu i niklu uzyskana technika ICP MS, niepewnos¢ oznaczen +/- 10 %.

Arsen (As) Kadm (Cd) Otéw (Pb) Nikiel (Ni)

[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
SG 1801 <GO <GO 0,076 <GO
SC 1801A 1,344 0,014 0,875 9,691
SC 1801B 1,306 0,015 0,836 9,729

SC 1801C 1,335 0,011 0,854 10,087
SC 1801D 1,305 0,014 0,837 9,845
CH-JAP <GO 0,010 0,051 6,140

Na podstawie wynikéw przedstawionych w Tabela 12 mozemy zauwazy¢, ze zbadane proébki
zawieraty ilosci As, Cd, Pd ponizej GO. Catkowita zawartos¢ arsenu w probkach SC 1801A, SC 18018B,
SC 1801C, SC 1801D, z doktadnoscig +/-10% nie przekraczata 40% od wartosci GO (0,95 ppm). Dla
prébek SG 1801 i CH-JAP ilo$¢ As miata wartosci ponizej GW (czyli ponizej 0,73 ppm). W badaniu ilosci
kadmu, jego catkowita zawartos¢ w SG 1801, SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, CH-JAP byta
znacznie nizsza od GW (0,45 ppm) przy niepewnosci +/-10%. Badanie zawartos$ci otowiu wykazato, ze
jego catkowita ilo$¢ w SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, byta nizsza od GW (0,95 ppm), z
doktadnoscig +/- 10%. Dla probek SG 1801 i CH-JAP ilos$¢ Pb byta dziesieciokrotnie nizsza od GW = 0,73
ppm.

Catkowita zawartos$¢ niklu w surowcach SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, CH-JAP
zawierata sie niewiele powyzej granicy oznaczalnosci (GO = 1,80 ppm). Dla probki probek SG 1801
zawartos$¢ Ni byta ponizej granicy oznaczalnosci.
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4. Podsumowanie

Badania dermatologiczne

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych testéw kontaktowych pdtotwartych badany produkt
KFNO0001 KF NICCOLUM oraz KFN00O3 KF NICCOLUM spetnia wymagania testu zgodnosci ze skorg
(Skin Compatibility Test) pod wzgledem dermatologicznym.

Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne wykazaty nieobecnos¢ Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus w 0,1 g. W badanej probce SG 1801 i CH-JAP nie stwierdzono obecnosci
tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych przekraczajgcych <10 jtk/g.

Badania wykazaty nieobecnos¢ Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus w
0,1 g. W badanej prébce SC 1801A stwierdzono obecnos¢ tlenowych drobnoustrojéw mezofilnych
wynoszacg 75 jtk/g. Specyfikacja producenta zaktada jednak, dopuszczalne skarzenie surowca do 1000
jtk/g.

Test konserwacji

Testom obcigzeniowym poddano prébke KFPJO74. Sposdb zakonserwowania produktu
kosmetycznego spetnia kryterium A stopnia redukcji drobnoustrojow testowych. Badania wykazaty,
ze konserwant uniemozliwia rozwd@j bakterii, co wiecej, jego dziatanie spowodowato zdecydowany
zanik kontaminacji mikrobiologicznej, ktéra byfa sztucznie spowodowana na poczgtku badania.
Niezwykle istotne jest to, ze poziom kontaminacji w wyniku dziatania konserwantu spadt i wynosit
mniej niz 1,0x10* jtk/g dla kazdego monitorowanego szczepu.

Oznaczenie As, Cd, Pb, Ni w surowcach uzytych do syntezy substancji aktywnych technikg ICP-MS

Catkowita zawartos¢ arsenu w prébkach SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, nie przekraczata
40% od wartosci granicy oznaczalnosci (0,95 ppm), z doktadnoscig +/- 10%. Dla probek SG 1801 i CH-
JAP ilo$¢ As byta znacznie ponizej granicy wykrywalnosci (ponizej 0,73 ppm).

Catkowita zawartos¢ kadmu, we wszystkich badanych prébkach byta ponizej granicy wykrywalnosci
(0,45 ppm).

Catkowita zawarto$¢ otowiu w prébkach SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, byta ponizej granicy
oznaczalnosci (0,95 ppm), z doktadnoscig +/- 10%. Dla probek SG 1801 i CH-JAP ilos¢ Pd byta
dziesieciokrotnie nizsza od granicy wykrywalnosci (od 0,73 ppm).

Catkowita zawartos¢ niklu w prébkach SC 1801A, SC 1801B, SC 1801C, SC 1801D, CH-JAP zawierata sie
niewiele powyzej granicy oznaczalnosci (GO = 1,80 ppm). Dla prébki préobek SG 1801 zawartos¢ Ni byta
ponizej granicy oznaczalnosci.
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WNIOSKI KONCOWE

Zebrano dane literaturowe dotyczgce potencjalnych modyfikatorow biopolimeru, mogacych stuzy¢ do
celéow zatozonych w projekcie. Nastepnie wyselekcjonowane substancje zostaty sprzegniete z
chitozanem. Otrzymane substancje aktywne zostaty poddane szeregowi badan chemicznych,
fizykochemicznych i biologicznych. Celem tych badan byto okreslenie przede wszystkim zdolnosci
chelatujgcych jonéw metali: Co(ll), Ni(ll), Cr(lll), Cr(VI). Badania miaty na celu réwniez ocene
bezpieczenstwa stosowania analizowanych substancji aktywnych w kosmetykach.

Na podstawie wynikdw badan wykonywanych w ramach zadan 1-7 stwierdzono zdolnosci do
chelatowania jondw Co(ll), Cr(lIl), Cr(VI), Ni(ll) przez zsyntezowane substancje aktywne.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze substancjg wykazujgca najlepsze wtasciwosci
spetniajgce cele zatozonego projektu, jest chitozan modyfikowany glutationem (CH-GSH).
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