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Wykaz publikacji będących podstawą rozprawy doktorskiej  

Poniżej zamieszono zestawienie publikacji naukowych stanowiących podstawę pracy 

doktorskiej mgr farm. Michała Abendrot zatytułowanej „Związki kompleksowe cynku z 

aminokwasami jako składniki aktywne preparatów dermatologicznych”.  

 

Dla publikacji będących podstawą rozprawy doktorskiej sumaryczny IF (ISI Journal Citation 

Reports) cyklu zgodny z rokiem publikacji jest równy 9,304, zaś punktacja MNiSW wynosi 

260 punktów MNiSW. 

 

• Publikacja I [P1]:  

Abendrot, M.; Płuciennik, E.; Felczak, A.; Zawadzka, K.; Piątczak, E.; Nowaczyk, P.; Kalinowska-Lis, 

U. Zinc(II) Complexes of Amino Acids as New Active Ingredients for Anti-Acne Dermatological 

Preparations. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 1641.https://doi.org/10.3390/ijms22041641  

IF = 4.556 ; 140 pkt MNiSW 

 

• Publikacja II [P2]:  

Abendrot M, Chęcińska L, Kusz J, et al. Zinc(II) Complexes with Amino Acids for Potential Use in 

Dermatology: Synthesis, Crystal Structures, and Antibacterial Activity. Molecules. 2020;25(4):951. 

Published 2020 Feb 20. doi:10.3390/molecules25040951  

IF = 3.267 ; 100 pkt MNiSW 

 

• Publikacja III [P3]:  

Abendrot M, Kalinowska-Lis U: Zinc-containing compounds for personal care applications. Int J 

Cosmet Sci. 2018 Aug;40(4):319-327. doi: 10.1111/ics.12463  

IF = 1.481 ; 20 pkt MNiSW 

 

  



Michał Abendrot  Rozprawa doktorska 
 

4 

  

Wykaz skrótów 

Skrót Rozwinięcie skrótu 

1BR.3.N linia komórkowa prawidłowych fibroblastów skóry ludzkiej 

AA aminokwas (ang. amino acid) 

CLSI 
Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory 

Standards Institute) 

IC50 stężenie badanego związku, które hamuje wzrost komórek o 50% 

ISO 
Międzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ang. International Organization 

for Standarization) 

MFC minimalne stężenie grzybobójcze (ang. Minimum Fungicidal Concentration) 

MIC minimalne stężenie hamujące (ang. Minimum Inhibitory Concentration) 

NMR magnetyczny rezonans jądrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance) 

preparat A preparat dermatologiczny z substancją aktywną, ZnGly 0,66% 

preparat B preparat dermatologiczny z substancją aktywną, ZnHis 1,27% 

preparat C preparat dermatologiczny bez substancji aktywnej, placebo 

Ph. Eur. 10.0 Farmakopea Europejska, wersja 10.0 (ang. European Pharmacopoeia 10.0) 

SCCS 
Komitet Naukowy ds. Bezpieczeństwa Konsumentów (ang. Scientific 

Committee on Consumer Safety) 

XRD Rentgenografia strukturalna (ang. X-ray Diffraction) 

ZnGlu związek kompleksowy cynku(II) z kwasem L-glutaminowym; kompleks (1) 

ZnGly związek kompleksowy cynku(II) z kwasem glicyną; kompleks (2) 

ZnHis związek kompleksowy cynku(II) z kwasem L-histydyną; kompleks (3) 

ZnPro związek kompleksowy cynku(II) z kwasem L-proliną; kompleks (4) 

ZnMet związek kompleksowy cynku(II)z kwasem L-metioniną; kompleks (5) 

ZnTrp związek kompleksowy cynku(II) z kwasem L-tryptofanem; kompleks (6) 

ZnPCA 2-pirolidyno-5-karboksylan cynku(II) 
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Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej  

Preparaty dermatologiczne są stosowane w rozmaitych schorzeniach skórnych. Stosowanie 

miejscowe wiąże się z szeregiem zalet, takich jak uzyskanie wysokiego stężenia w miejscu podania, 

uniknięcie reakcji ogólnoustrojowych czy interakcji z innymi lekami. Wśród preparatów stosowanych 

zewnętrznie wyróżnić możemy produkty lecznicze, wyroby medyczne oraz produkty kosmetyczne, 

które stosowane są w zależności od nasilenia zmian skórnych. Biorąc pod uwagę powszechność 

stosowania produktów kosmetycznych, stanowią one niejednokrotnie podstawę pielęgnacji podczas 

niejednej złożonej terapii skóry [1,2,3 ]. Nie inaczej jest w przypadku trądziku, gdzie stosowanie 

miejscowe preparatów w obrębie zmian skórnych jest powszechną praktyką [4]. 

Niezależnie od rodzaju preparatu dermatologicznego, każdy z nich składa się ze składników 

aktywnych oraz substancji pomocniczych. Farmaceuci i kosmetolodzy nieustanne prowadzą badania 

nad poszukiwaniem coraz to nowych, lepszych substancji aktywnych. Nowe składniki często zastępują 

starsze pochodne stanowiąc zazwyczaj bardziej bezpieczną i skuteczną alternatywę. Potrzeba ta jest 

szczególnie zauważalna w przypadku leczenia dermatoz, które dotykają znaczny odsetek danej 

populacji. 

Dane epidemiologiczne wskazują, że trądzik pospolity (ang. acne vulgaris, AV) dotyka 90-95% 

nastolatków i może występować we wszystkich grupach wiekowych [ 5 ]. Za jeden z czynników 

etiologicznych trądziku pospolitego uznaje się kolonizację przewodu wyprowadzającego łój przez 

beztlenowe bakterie Gram-dodatnie, Cutibacterium acnes [6]. Z tego względu, to właśnie na zwalczanie 

tych drobnoustrojów ukierunkowane są różnorodne substancje aktywne preparatów 

przeciwtrądzikowych [ 7 , 8 , 9 ]. W przebiegu trądziku pospolitego, stosowanie antybiotykoterapii 

miejscowej czy uogólnionej stanowi nierzadko leczenie pierwszego wyboru [10], niezależnie jednak od 

rodzaju antybiotyku (limecyklina, doksycyklina, erytromycyna, tetracyklina-HCl) stosowanie każdego z 

nich obarczone jest ryzykiem wzrostu antybiotykooporności [11]. Co istotne, najnowsze doniesienia 

potwierdziły wykrycie bakterii C. acnes opornych na znane dotychczas antybiotyki, które mogą 

przekazywać geny antybiotykooporności, co stwarza ryzyko powstania antybiotykoopornych szczepów 

innych bakterii [12]. Zważywszy na to, że nadużywanie antybiotyków jeszcze bardziej eskaluje problem 

antybiotykooporności [7, 13 , 14 ], coraz częściej szuka się alternatywnych substancji o aktywności 

przeciwbakteryjnej. Inne substancje lecznicze stosowane w trądziku cechują poważne działania 

niepożądane ogólnoustrojowe (izotretynoina) i miejscowe, takie jak podrażnienie skóry przypadku 

nadtlenku benzoilu i kwasu azelainowego [11]. 

Pochodne cynku stanowią atrakcyjną grupę substancji aktywnych do leczenia trądziku pospolitego 

głównie ze względu na ich działanie sebostatyczne, przeciwzapalne, antyoksydacyjne oraz 

przeciwdrobnoustrojowe [15,16]. Z tego powodu substancje takie jak: ZnO [17,18], ZnSO4 [15,19,20], 

ZnPCA [21], glukonian cynku [15,22] znalazły zastosowanie w terapii trądziku pospolitego.  

Pomimo długiej historii stosowania, mechanizm przeciwdrobnoustrojowego działania pochodnych 

cynku nie został jeszcze dokładnie poznany i stanowi wciąż przedmiot intensywnych badań [23,24]. 

Aktywność przeciwbakteryjna pochodnych cynku jest zależna od zdolności uwalniania jonów Zn2+ [25]. 

Na siłę działania przeciwbakteryjnego wpływa zarówno stężenie wolnych jonów cynkowych, jak i czas 

ich kontaktu z drobnoustrojami, co wykazano na przykładzie ZnO [18].  

Nieorganiczne sole cynku, takie jak ZnSO4 czy ZnCl2, łatwo dysocjujące i zapewniające duże stężenie 

aktywnych jonów cynku, jeszcze do niedawna były w powszechnym użyciu. Obecnie sole te są rzadko 
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stosowane w preparatach aplikowanych na skórę, z uwagi na ich wysoki potencjał drażniący [26]. Coraz 

częściej wykorzystywane są połączenia cynku z pochodnymi organicznymi, np. glukonian cynku i 

pirolidynokarboksylan cynku (ZnPCA), które uznaje się za bezpieczniejsze.  Pochodna ZnPCA stosowana 

miejscowo, oprócz właściwości przeciwbakteryjnych wykazuje także działanie ściągające [21]. W 

randomizowanym badaniu klinicznym wykazano znaczącą redukcję objawów trądziku po zastosowaniu 

preparatu zawierającego 0,1% ZnPCA z kompleksem oligosacharydów pozyskanym z alg morskich [27]. 

Glukonian cynku został przebadany klinicznie w trądziku oraz innych zapalnych chorobach skóry 

przy podaniu doustnym i miejscowym [15,22,28,29]. Potwierdzono dla niego także brak właściwości 

fotouczulających [29]. Pierwotnie, badania wskazały, że glukonian cynku wzmacnia działanie 

niektórych antybiotyków stosowanych przeciw C. acnes [22]. Późniejsze dane wykazały, że działanie 

przeciwbakteryjne pochodnych cynku wobec tych bakterii może nawet przekraczać skuteczność 

stosowanych antybiotyków [30]. 

Wśród szerokiej grupy pochodnych cynku [ 31 ], zwraca się szczególną uwagę na związki 

kompleksowe cynku z aminokwasami. Dla niektórych pochodnych pozytywnie oceniono możliwość ich 

podania w formie doustnej, jak w przypadku ZnGly [32,33], ZnMet [34] oraz kompleksów ZnHis [35]. Z 

tego względu wybrane kompleksy cynku z aminokwasami znalazły zastosowanie w żywieniu ludzi 

[36,37] i zwierząt [38,39,40]. Chociaż bezpieczeństwo ich stosowania przy podaniu doustnym zostało 

ocenione pozytywnie [41], użycie tych pochodnych w preparatach aplikowanych na skórę jest wciąż 

rzadkie. Na chwilę obecną stosowanie tej grupy związków w preparatach dermatologicznych skupia się 

głównie na działaniu antyoksydacyjnym (Zinc Glycinate) czy kondycjonującym (Zinc Glutamate) 

[31,42,43]. Co istotne, do tej pory aktywność przeciwdrobnoustrojowa dla żadnego z tych związków 

nigdy nie była zbadana.  

Działanie związków cynku nie ogranicza się tylko do działania przeciwdrobnoustrojowego i 

przeciwtrądzikowego. Oprócz wspomnianych powyżej właściwości w literaturze jest szereg doniesień 

na temat aktywności: promieniochronych, antypigmentacyjnych, przeciwzmarszczkowych, 

przeciwwonnych, oczyszczających ora stabilizujących dla różnych pochodnych cynku [31]. Ze względu 

na przeciwbakteryjny, przeciwtrądzikowy, przeciwzapalny, antyoksydacyjny i antypigmentacyjny profil 

działania związków cynku powinien on przełożyć się na korzystne działanie na skórę trądzikową [31]. 

Do realizacji niniejszej pracy doktorskiej, wybrano właśnie kompleksy cynku z ligandami 

stanowiącymi cząsteczki aminokwasów. Cynk, będąc inkorporowanym w organizmie w strukturę ponad 

3000 białek, często tworzy układy koordynacyjne o ważnym znaczeniu biologicznym łącząc się z 

resztami aminokwasowymi [44]. Jako, że bezpieczeństwo aminokwasów w produktach kosmetycznych 

zostało ocenione pozytywnie [45], spekuluje się, że w połączeniu z cynkiem mogą one stanowić 

pochodne o lepszej tolerancji skórnej niż stosowane obecnie pochodne cynku. Co ciekawe, dla tych 

ligandów, potwierdzono zdolność do zwiększania rozpuszczalność pochodnych cynku w wodzie, 

dlatego przewiduje się, że mogą one stanowić obiecujące składniki dla preparatów pozbawionych fazy 

tłuszczowej [46]. Dodatkowo do podjęcia badań nad związkami kompleksowymi z aminokwasami 

zachęca poznana aktywność przeciwdrobnoustrojowa połączeń koordynacyjnych aminokwasów z 

innymi jonami metali, tj.: miedzi(II) [ 47 , 48 , 49 , 50 , 51 ] kobaltu(II) [48,49,50,51], niklu(II) [49,50], 

żelaza(III) [48],  manganu(II) [50] i kadmu(II) [50].  

Zainteresowanie tematyką pochodnych cynkowych było także związane ze znaczeniem tego 

biopierwiastka w lecznictwie. Kation cynkowy jest kofaktorem ponad 1000 reakcji enzymatycznych, 

biorąc udział we wzroście i różnicowaniu komórek rozmaitych tkanek organizmu człowieka [ 52]. 

Nieoceniona jest również jego rola przy regulowaniu odporności, prewencji chorób sercowo-
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naczyniowych i nowotworów, leczeniu ran, wspomaganiu procesu widzenia, przebiegu procesu 

krzepnięcia krwi czy prawidłowym neuroprzekaźnictwie [53,54]. Cynk zajmuje również istotne miejsce 

w leczeniu patologii skórnych oraz utrzymaniu skóry w dobrej kondycji [55,56,57]. 

Osadzając własne badania w obszernym kontekście literaturowym, założono, że badania nad 

połączeniami cynku z aminokwasami przyczynią się do stworzenia nowej grupy związków o lepszym 

profilu dermatologicznym niż obecnie stosowane składniki aktywne o działaniu przeciwtrądzikowym. 

Badania te będą wymagały udowodnienia działania przeciwbakteryjnego związków wobec C. acnes, 

bakterii wywołujących trądzik; wykluczenia toksycznego działania związków na komórki skóry 

(keratynocyty i fibroblasty) oraz potwierdzenia stabilności, czystości mikrobiologicznej i skuteczności 

ochrony przeciwdrobnoustrojowej preparatów dermatologicznych przygotowanych na bazie 

kompleksów cynku z wybranymi aminokwasami. 
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Cele naukowe pracy 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie nowych preparatów o działaniu 

przeciwtrądzikowym zawierających jako składniki aktywne związki z grupy kompleksów cynku z 

aminokwasami. Cel ten realizowano w oparciu o zaprezentowane poniżej badania. 

 

1. Opracowanie metod syntezy 6 związków kompleksowych cynku (1-6) o ogólnym wzorze [Zn(AA)2], 

zawierających wybrane aminokwasy (AA: L-Glu, Gly, L-His, L-Pro, L-Met i L-Trp) jako wyłączne 

ligandy. 

2. Charakterystyka strukturalna otrzymanych związków kompleksowych z zastosowaniem 

spektroskopii protonowego magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR), analizy 

rentgenowskiej monokryształów (XRD) oraz analizy pierwiastkowej (C, H, N). 

3. Badanie aktywności przeciwdrobnoustrojowej związków kompleksowych cynku z aminokwasami 

(1-6) na wybranych szczepach: 

3.1. bakterii Gram-dodatnich tlenowych (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 i Streptococcus pyogenes ATCC 19615) oraz Gram-ujemnych 

(Escherichia coli ATCC 25992 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), 

3.2. bakterii Gram-dodatnich, beztlenowych Cutibacterium acnes (ATCC 6919), które są uznawane 

za istotny czynnik patogenezy trądziku pospolitego, 

3.3. grzybów z grupy drożdżaków (Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsylosis) i grzybów 

strzępkowych (Aspergillus flavus ATCC 200 9643 i Aspergillus fumigatus ATCC 204305). 

4. Badania cytotoksyczności w warunkach in vitro dla związków kompleksowych cynku z 

aminokwasami (1-6) na ludzkich komórkach skóry:  

4.1. prawidłowych fibroblastach (linia komórkowa 1BR.3.N), 

4.2. keratynocyty (linia komórek naskórka). 

5. Wytypowanie dwóch związków wiodących ZnGly (2) i ZnHis (3),  największej aktywności 

przeciwbakteryjnej wobec szczepu C. acnes i jednocześnie najniższym potencjale cytotoksycznym 

wobec komórek skóry. 

6. Opracowanie oryginalnych receptur preparatów dermatologicznych (A-C): 

6.1. Preparat A z udziałem substancji aktywnej ZnGly (2), 

6.2. Preparat B z udziałem substancji aktywnej ZnHis (3), 

6.3. Preparat C pozbawiony substancji aktywnej - placebo. 

7. Przeprowadzenie niezbędnych badań dla przygotowanych produktów dermatologicznych (A-C): 

7.1. ocen stabilności każdego z preparatów w oparciu o cotygodniowe pomiary parametrów 

fizykochemicznych (pH, gęstość, lepkość) wraz z oceną organoleptyczną, w okresie 6 tygodni, 

7.2. ocena czystości mikrobiologicznej względem odpowiednich norm PN-EN ISO dla produktów 

kosmetycznych, 

7.3. ocenę aktywności przeciwdrobnoustrojowej zgodnie z kryteriami Ph. Eur. 10.0. 
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Część doświadczalna 

1. Metodyka badań. 

1.1.  Synteza związków kompleksowych cynku(II) z aminokwasami (1-6) [P2]. 

Syntezy kompleksów cynku z aminokwasami (1-6) zostały przeprowadzone w Zakładzie Chemii 

Surowców Kosmetycznych Wydziału Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. Syntezy 

prowadzono z wykorzystaniem dwóch prostych metod, których wybór podyktowany był 

właściwościami reagentów.  

Kompleksy cynku z L-Glu, Gly, L-His i L-Pro (1-4), dobrze rozpuszczalne w wodzie, otrzymywano w 

wyniku reakcji wodorotlenku cynku z odpowiednim aminokwasem w stosunku molowym 1:2. 

Wodorotlenek cynku przygotowano wcześniej w reakcji wodorotlenku sodu z chlorkiem cynku. 

Do zawiesiny wodorotlenku cynku w wodzie dodawano wodne roztwory odpowiednich 

aminokwasów, całość mieszano i ogrzewano w temp. 50°C, aż do rozpuszczenia zawiesiny 

wodorotlenku. Proces kontynuowano przez około dwie godziny. Ewentualne niewielkie ilości stałych 

pozostałości odsączano i odrzucano, zaś klarowne roztwory zatężano na wyparce obrotowej pod 

zmniejszonym ciśnieniem do ok. 1/3 objętości i pozostawiano do powolnego odparowania na 

powietrzu. Po jednej lub kilku dobach wytrącały się białe krystaliczne osady kompleksów, które 

sączono, przemywano bezwodnym eterem dietylowym i suszono na powietrzu.  

Kompleksy cynku z L-Met i L-Trp (5-6), nierozpuszczalne w wodzie, otrzymano w wyniku reakcji 

chlorku cynku z solą sodową odpowiedniego aminokwasu [(AA)Na] w stosunku molowym 1:2. Proces 

ten poprzedzono przygotowaniem soli aminokwasów poprzez połączenie odpowiedniego 

aminokwasu z roztworem wodorotlenku sodu.  

Trudnorozpuszczalne w wodzie produkty syntezy wytrącały się z mieszaniny reakcyjnej 

natychmiast po połączeniu reagentów: ZnCl2 i [(AA)Na]. Ich mieszanie kontynuowano jeszcze ok. 60 

minut w temperaturze pokojowej. Następnie otrzymane białe osady związków odsączono, przemyto 

zimną wodą oraz eterem dietylowym i suszono na powietrzu. 

 

1.2. Charakterystyka strukturalna uzyskanych kompleksów cynku(II) z aminokwasami (1-6)  [P2]. 

Analizy składu i struktury związków były prowadzone z użyciem następujących metod 

analitycznych: protonowego magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR), analizy pierwiastkowej 

(EA)  oraz rentgenowskiej analizy strukturalnej monokryształów (XRD).  

Widma 1H NMR rejestrowano na spektrometrze Bruker Avance III (600 MHz) z użyciem D2O lub 

DMSO-d6 jako rozpuszczalnika, w Pracowni Spektroskopii Molekularnej Wydziału Chemii 

Uniwersytetu Łódzkiego Uniwersytetu Łódzkiego. Analizy elementarne na obecność C, H i N 

przeprowadzono za pomocą analizatora Perkin-Elmer 2400 w Zakładzie Chemii Organicznej Wydziału 

Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. 

Badania strukturalne przeprowadzono z użyciem rentgenowskiej analizy monokryształów. 

Badania przeprowadzono w ramach współpracy z Instytutem Fizyki Uniwersytetu Śląskiego w 

Chorzowie oraz Wydziałem Chemii Uniwersytetu Łódzkiego. Dane dyfrakcyjne zostały zebrane na 

mikroogniskującym dyfraktometrze SuperNova z detektorem Atlas (dla kompleksów 3, 4, 5) i 

dyfraktometrze Xcalibur z detektorem Sapphire (dla kompleksu 2) przy użyciu promieniowania MoKα 

(CuKα było wyjątkowo używane dla kompleksu 5) i zastosowaniu ω-skanowania. Pomiary 

przeprowadzono w niskiej temperaturze 100(2) K. Dane dyfrakcyjne skorygowano o absorpcję. 
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Wszystkie struktury rozwiązano za pomocą oprogramowania SHELXT i udokładniono za pomocą 

programu SHELXL-2018/3. Do analizy struktury i prezentacji wyników wykorzystano programy 

krystalograficzne MERCURY i PLATON.  

 

1.3. Badania aktywności przeciwdrobnoustrojowej kompleksów cynku (1-6) [P1-P2]. 

Oceny aktywności przeciwdrobnoustrojowej in vitro otrzymanych związków kompleksowych 

cynku dokonano we współpracy z zespołem Prof. dr hab. Katarzyny Lisowskiej w Katedrze 

Mikrobiologii Przemysłowej i Biotechnologii na Wydziale Biologii i Ochrony Środowiska Uniwersytetu 

Łódzkiego. 

 

1.3.1. Ocena aktywności przeciwbakteryjnej kompleksów cynku (1-6) wobec wybranych 

szczepów bakterii tlenowych [P2]. 

Do oceny aktywności przeciwbakteryjnej kompleksów cynku (1-6) w stosunku do szczepów 

bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) i Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 25992 i 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) zastosowano metodę mikrorozcieńczeń zgodną z normami 

CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) nr M07-18. Jako substancji referencyjnej użyto 

ZnPCA (pirolidynokarboksylan cynku). Wyniki badań przedstawiono jako krzywe wzrostu bakterii (% 

kontroli biotycznych) w obecności kompleksów cynku oraz wyznaczono ich wartości MIC 

(minimalnego stężenia hamującego). 

 

1.3.2. Ocena aktywności przeciwbakteryjnej kompleksów cynku (1-6) wobec bakterii 

beztlenowych Cutibacterium acnes [P1]. 

Aktywność przeciwbakteryjną kompleksów cynku (1-6) wobec bakterii C. acnes zbadano stosując 

metodę mikrorozcieńczeń dla bakterii beztlenowych zgodnie z normami CLSI nr M11 (Wydanie 9). 

Minimalne stężenie hamujące (MIC), określono jako najniższe stężenie kompleksów cynku, przy 

którym nie zaobserwowano wzrostu C. acnes. Jako substancji referencyjnej użyto ZnPCA.  

 

1.3.3. Ocena aktywności przeciwgrzybiczej kompleksów cynku (1-6) [P1]. 

Dokonano oceny aktywności przeciwgrzybiczej kompleksów cynku (1-6) wobec wybranych 

szczepów drożdży (Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsylosis) i grzybów strzępkowych 

(Aspergillus flavus ATCC 9643 i Aspergillus fumigatus ATCC 204305) metodą mikrorozcieńczeń 

zgodnie z wytycznymi CLSI nr M27 (Wydanie 4) dla drożdży i M38 (Wydanie 3) dla grzybów 

strzępkowych. Podjęto próbę wyznaczenia wartości minimalnego stężenia grzybobójczego (MFC). 

 

1.4. Badania cytotoksyczności kompleksowych cynku (1-6) wobec prawidłowych komórek skóry 

[P1]. 

Ocena toksyczności kompleksów cynku (1-6) w stosunku do ludzkich prawidłowych linii 

komórkowych skóry: fibroblastów (1BR.3.N) oraz keratynocytów  (linia komórek naskórka), została 

przeprowadzona za pomocą testu żywotności komórek Presto Blue. Jako substancji referencyjnych 

użyto ZnPCA oraz ZnCl2. Wyznaczono wartości IC50 (stężenie badanego związku hamujące wzrost 
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komórek o 50%) dla badanych związków.. Badania przeprowadzono w ramach współpracy z Zakładem 

Zakład Kancerogenezy Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. 

 

1.5. Przygotowanie oryginalnych preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Wszystkie preparaty zostały przygotowany w temperaturze pokojowej. Iota-karagen (2,00 g) 

dokładnie rozprowadzono w wodzie (70,00 ml), do utworzenia żelu. Dodano substancję 

konserwującą: mieszaninę fenoksyetanol: etyloheksylogliceryna (9: 1) (1,00 g). Mieszaninę 

homogenizowano (7 000 obr./min, 1 minuta / 100,00 g). Dodano i zmieszano odpowiedni kompleks 

cynku (0,66 g ZnGly (2) lub 1,27 g ZnHis (3)). Podczas mieszania dodano wodny 2,50% roztwór kwasu 

cytrynowego (tj. 14,76 g dla preparatu (A), 22,75 g dla preparatu (B) lub 0,52 g dla preparatu (C)) w 

celu uzyskania wartości pH pomiędzy 5,00 - 5,50. Otrzymane żele następnie homogenizowano (7 000 

obr / min, 2 minuty / 100,00 g) i przechowywano przez siedem dni do zaniku pęcherzyków powietrza. 

 

1.5.1. Badania fizykochemiczne dla preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Stabilność przygotowanych preparatów określano badając ich parametry fizykochemiczne, w tym 

wartość pH, gęstość i lepkość, raz w tygodniu przez okres sześć tygodni. Pomiary pH przeprowadzano 

z użyciem metody pomiaru bezpośredniego wykalibrowanym pH-metrem Seven Compact meter, 

Mettler-Toledo. Pomiary gęstości wykonywano z użyciem wykalibrowanego piknometru metalowego 

(model P1, POL-ZAF). Lepkość oceniano przy pomocy wiskozymetru rotacyjnego (model R ViscoLead 

ONE, Fungilab). Dokonywano oceny organoleptycznej: zapachu, wyglądu i barwy preparatu.  Badania 

wykonano w laboratorium firmy ACC Chemicals w Piasecznie.  

 

1.5.2. Badania mikrobiologiczne dla preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Badania mikrobiologiczne obejmujące czystość mikrobiologiczną według norm PN-EN ISO oraz 

test ochrony przeciwdrobnoustrojowej w oparciu o metodologię Ph. Eur. 10.0, zostały 

przeprowadzone na mocy współpracy z laboratorium dr Nowaczyk Centrum Badań i Innowacji we 

Wrocławiu.  

 

1.5.2.1. Ocena czystości mikrobiologicznej preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Czystość mikrobiologiczna wszystkich preparatów została oceniona według obowiązujących dla 

produktów kosmetycznych norm ISO obejmujących: limity czystości mikrobiologicznej (PN-EN ISO 

21149:2017-07 oraz PN-EN ISO 16212:2017-08), oznaczanie liczby drożdży i pleśni (PN-EN ISO 

16212:2017-08), jak również obecność drobnoustrojów alarmowych (PN-EN ISO 22717:2016-01, PN-

EN ISO 21150:2016-01, PN-EN ISO 22718:2016-01 i PN-EN ISO 18416:2016-01) obejmujących 

zarówno bakterie (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus), jak i drożdże 

(Candida albicans). Protokoły z badań dla poszczególnych preparatów (A-C) stanowią załączniki do 

publikacji [P1] (Supplementary Materials: Test reports S1–S3). 

 

1.5.2.2. Test konserwacji dla preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Ocenę skuteczności ochrony przeciwdrobnoustrojowej preparatów wykonano zgodnie 

Farmakopeą Europejską 10.0 przez 28 dni dla każdego szczepu mikroorganizmu oddzielnie. Zgodnie 

z zapisami Ph. Eur. 10.0, referencyjne szczepy testowe stanowiły odpowiednio: bakterie 
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(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739) 

oraz grzyby (Candida albicans ATCC 10231 oraz Aspergillus brasiliensis ATCC 16404). Wyniki 

przedstawiono jako logarytmiczny wskaźnik redukcji liczby mikroorganizmów i porównywano z 

kryteriami określonymi Ph. Eur. 10.0, (Tabela 1). Protokoły z badań dla poszczególnych preparatów 

(A-C) stanowią załączniki do publikacji [P1] (Supplementary Materials: Test reports S4–S6). 

 

Badany typ 
mikroorganizmu 

Kryterium 
Logarytm redukcji drobnoustrojów testowych 

2 dzień 7 dzień 14 dzień 28 dzień 

Bakterie 
A 
B 

2 
- 

3 
- 

- 
3 

NI 
NI 

Grzyby 
A 
B 

- 
- 

- 
- 

2 
1 

NI 
NI 

NI - brak wzrostu liczby żywych mikroorganizmów w porównaniu z poprzednim odczytem. 

Tabela 1. Kryteria akceptacji zgodne z zapisami Ph. Eur. 10.0. 

 

 

2. Ocena statystyczna wyników. 

Opracowaniu statystycznemu poddano wyniki badań cytotoksyczności i badań 

fizykochemicznych preparatów dermatologicznych. Wszystkie wyniki przedstawiono jako wartości 

średnie wraz z odchyleniem standardowym  (SD). Istotność statystyczną określono za pomocą testu 

HSD Tukeya (dla porównania parametrów fizykochemicznych) lub testu Kruskala-Wallisa (dla 

porównania cytotoksyczności). Różnice między średnimi uznawano za istotne przy p ≤ 0,05. Wszystkie 

analizy statystyczne wykonano przy użyciu programu Statistica (STATSoft, Polska, wersja 13.1, 2016). 
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Realizacja celów naukowych – wyniki i dyskusja  

1. Synteza i charakterystyka strukturalna kompleksów cynku(II) z wybranymi aminokwasami (1-6) 

[P2].  

Przeprowadzono syntezy kompleksów cynku(II) z aminokwasami (1-6) o wzorze ogólnym [Zn(AA)2], 

gdzie AA stanowiły odpowiednie aminokwasy: L-Glu, Gly, L-His, L-Pro, L-Met oraz L-Trp. Otrzymane 

związki, zgodnie z zamierzeniami, nie posiadały w składzie cząsteczkowym innych ligandów niż 

aminokwasy oraz były pozbawione nieorganicznych przeciwjonów, np. Cl-, NO3
-, SO4

2-, które mogłyby 

stanowić potencjalny czynnik drażniący skórę. W zależności od rozpuszczalności reagentów w wodzie 

opracowano dwie metody syntezy związków kompleksowych cynku: dla pochodnych o wysokiej 

rozpuszczalności w wodzie (Metoda 1, kompleksy 1-4) oraz niskiej rozpuszczalności w wodzie (Metoda 

2, kompleksy 5-6). Opracowanie dwóch odrębnych metod syntezy pozwoliło na łatwe wyizolowanie 

produktu głównego reakcji z mieszaniny reakcyjnej i oddzielenie produktów ubocznych reakcji (NaCl). 

Metoda 1. Synteza kompleksów cynku(II) polegała na reakcji wodnej zawiesiny wodorotlenku 

cynku z wodnym roztworem odpowiedniego aminokwasu (L-Glu, Gly, L-His, L-Pro) w stosunku 

molowym 1:2. (Schemat 1). 

 

Zn(OH)2 (susp.) + 2 AA → [Zn(AA)2] + 2 H2O 

AA = L-Glu, Gly, L-His lub L-Pro 

Schemat 1. Synteza kompleksów cynku(II) (1-4) dobrze rozpuszczalnych w wodzie. 

 

Reakcję prowadzono w temperaturze 50°C przez około dwie godziny. Zawiesina wodorotlenku 

cynku połączona z roztworem odpowiedniego aminokwasu ulegała rozpuszczeniu w ciągu kilku minut 

po rozpoczęciu procesu. Produkty reakcji (1-4), które były bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie, 

izolowano z mieszaniny reakcyjnej poprzez częściowe zatężanie roztworów na wyparce i pozostawienie 

ich do powolnej krystalizacji.  

Niezbędny do powyższej syntezy wodorotlenek cynku wytrącono w reakcji wodorotlenku sodu z 

chlorkiem cynku, w stosunku molowym 2:1.  

Metoda 2. Synteza polegała na reakcji chlorku cynku z solą sodową danego aminokwasu w 

środowisku wodnym w stosunku molowym 1:2 (Schemat 2). Metoda ta służy do otrzymywania 

kompleksów cynku(II) o niskiej rozpuszczalności w wodzie (5-6). 

 

ZnCl2 + 2 (AA)Na → [Zn(AA)2]↓ + 2 NaCl 

AA = L-Met lub L-Trp 

Schemat 2. Synteza kompleksów cynku(II) (5-6) trudno rozpuszczalnych w wodzie. 

 

Wytracony w wyniku reakcji trudnorozpuszczalny osad kompleksu cynku odsączano i 

przemywano wodą, oddzielając go w łatwy sposób od produktu ubocznego - chlorku sodu, dobrze 

rozpuszczalnego w wodzie. Związek kompleksowy suszono na powietrzu.  

Główny proces poprzedzono reakcją odpowiedniego aminokwasu (L-Met lub L-Trp) z 1M 

roztworem NaOH w celu uzyskania jego soli sodowej. Obydwa procesy prowadzono w temperaturze 

pokojowej. 
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Spośród otrzymanych kompleksów cynku związek (5), ZnMet, był możliwy do otrzymania za 

pomocą obydwu metod. Chociaż produkty reakcji były identyczne, to wydajność reakcji 

przeprowadzonej zgodnie z metodą 2 była wyższa. 

Jakkolwiek w literaturze można znaleźć przykłady syntez kompleksów cynku(II) z aminokwasami 

[58,59,60], to jednak związki te najczęściej zawierały w strukturze cząsteczkowej, obok aminokwasów, 

także inne ligandy i/lub nieorganiczne aniony, np. siarczanowe, octanowe, chlorkowe. Kompleksy 

cynku(II) otrzymane w ramach mojej pracy doktorskiej nie posiadają żadnych anionów 

nieorganicznych, co niewątpliwe jest ich dużym atutem pod kątem dalszych aplikacji skórnych, gdyż 

obecność przeciwjonów nieorganicznych obniża tolerancję skórną, co może powodować jej 

podrażnienie [61].  

Opisano syntezę kompleksu cynku z proliną (4), jednak metoda syntezy tego związku polegająca na 

reakcji octanu cynku i proliny w obecności trietyloaminy w środowisku metanolowym, znacznie różniła 

się od zastosowanej w publikacji [P2]. Celem tej syntezy było wykorzystanie otrzymanego związku 

cynku jako katalizatora do różnych przemian w chemii organicznej [58]. 

Metoda otrzymywania kompleksu cynku(II) z metioniną (5) [ 62 ], z wodorotlenku cynku i 

aminokwasu, stanowiła dla mnie źródło inspiracji do syntez dobrze rozpuszczalnych w wodzie 

kompleksów cynku z aminokwasami. Co ciekawe, autorzy pracy [62] zgodnie z ta metodą otrzymali 

kompleks, który bardzo trudno rozpuszcza się w wodzie.  

Co prawda w literaturze wzmiankowane są kompleksy cynku(II) z glicyną, jednak ich struktura jest 

znacząco różna od struktury kompleksu (2). Różnice te związane są z rodzajem soli cynku użytej jako 

substratu do syntezy oraz pH reakcji, a co za tym idzie występowaniem glicyny w formie jonu 

obojnaczego lub w formie anionowej. Opisywane kompleksy z glicyną, o wzorach ogólnych 

[Zn(H2O)6][Zn(C2H5NO2)2(H2O)4](SO4)2 [59] oraz [Zn(Gly)2I2] [63], nie tworzą chelatów oraz są posiadają 

w zewnętrznej lub wewnętrznej sferze koordynacyjnej nieorganiczne aniony (SO4
2- lub I-), w 

przeciwieństwie do kompleksu cynku (2) (Schemat 3) [P2]. W opisanych kompleksach cynku(II) glicyna 

jest ligandem jednofunkcyjnym (monodentnym) z powodu sprotonowanej grupy aminowej, czyli 

kationu -NH3
+, który nie dysponuje wolną parą elektronową zdolną do utworzenia wiązania z jonem 

cynku [59,63]. 

Otrzymane kompleksy cynku(II) z aminokwasami (1-6) scharakteryzowano pod względem 

strukturalnym za pomocą spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR) oraz za 

pomocą analizy pierwiastkowej na obecność C, H, N. Dodatkowo, dla czterech kompleksów (2-5) udało 

się otrzymać odpowiednie do rentgenowskich badań strukturalnych monokryształy związków [P2]. 

Widma 1H NMR kompleksów cynku(II) za aminokwasami oraz wolnych ligandów- aminokwasów 

zarejestrowano w D2O (1–5) lub DMSO (6). Największe różnice w wartościach przesunięć chemicznych 

sygnałów poszczególnych grup protonów dla kompleksów i odpowiadających im ligandów obserwuje 

się najczęściej dla protonów znajdujących się w sąsiedztwie miejsca koordynacji. Im mniejsza odległość 

dzieli dany proton lub grupę protonów od wiązania koordynacyjnego, tym wyższe różnice wartości 

przesunięć chemicznych danego protonu/-ów w związku kompleksowym w stosunku do 

odpowiedniego protonu/-ów w cząsteczce wolnego liganda [64]. Wynika to z faktu zmiany gęstości 

elektronowej wokół tych protonów na skutek utworzenia wiązań z atomem centralnym. I tak, 

największe różnice w wartościach przesunięć chemicznych, większe od 0,1 ppm, wynoszące: 0,12; 0,30; 

0,14; 0,12; 0,20 i 0,11 ppm, zanotowano odpowiednio dla następujących protonów: CH2 (γ) (1), CH2 (2), 

CH (5’) (4), CH (2) (4), CH (α) (5) i CH2 (β) (6). W widmach 1H NMR, zarówno kompleksów jaki i ligandów, 

nie obserwuje się sygnałów protonów, które uległy wymianie na deuter w zastosowanym 
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rozpuszczalniku D2O, a mianowicie sygnałów protonów grupy aminowej, karboksylowej oraz protonów 

związanych z heterocyklicznym atomem azotu. W takich przypadkach, dane o budowie cząsteczkowej 

związków, uzyskane na podstawie analizy widm, są nieco uboższe i zawężają się do protonów szkieletu 

węglowego. Szczegółowe dane wynikające z analizy widm 1H NMR kompleksów (1-6) i odpowiednich 

ligandów znajdują się w publikacji [P2].  

W celu jednoznacznego potwierdzenia struktury kompleksów dokonuje się analizy 

rentgenostrukturalnej monokryształów związków. Podjęto zatem próby otrzymania monokryształów 

dla wszystkich kompleksów cynku, które ostatecznie zakończyły się to sukcesem dla czterech związków 

(2-5) [P2]. Struktury krystaliczne kompleksów (2-5) wraz ze wzorami strukturalnymi kompleksów (1-6) 

zamieszczono na Schemacie 3.  

 

Kompleks cynku z kwasem glutaminowym, ZnGlu, (1) 

 

Nie uzyskano odpowiedniego monokryształu 

do badań   

Kompleks cynku z glicyną, ZnGly, (2) 

 

 

Kompleks cynku z histydyną, ZnHis, (3) 

 

 

Kompleks cynku z proliną, ZnPro, (4) 
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Kompleks cynku z metioniną, ZnMet, (5) 

 

 

Kompleks cynku z tryptofanem, ZnTrp, (6) 

 

Nie uzyskano odpowiedniego monokryształu 

do badań 

Schemat 3. Wzory strukturalne oraz struktury krystaliczne kompleksów (1-6). 

 

Rentgenowskie analizy strukturalne kryształów pokazały, że związki cynku z glicyną (2), proliną (4) 

i metioniną (5) tworzą pięcioczłonowe pierścienie chelatowe, zaś kompleks cynku z histydyną (3) 

sześcioczłonowe pierścienie chelatowe. Przypuszcza się, że pozostałe kompleksy cynku, z kwasem 

glutaminowym (1) oraz tryptofanem (6), dla których nie uzyskano odpowiednich do badań 

monokryształów, także będą formowały chelaty pięcioczłonowe (Schemat 3). Wskazuje na to budowa 

aminokwasów, będących ligandami wielofunkcyjnymi, tzw. kleszczowymi. Didentne (dwukleszczowe) 

ligandy wiążą się z jonem cynku za pomocą dwóch atomów donorowych, tj. atomu azotu grupy 

aminowej oraz atomu tlenu grupy karboksylowej, dysponującymi wolnymi parami elektronowymi [P2]. 

Zatem we wszystkich kompleksach, poza kompleksem z histydyną, występuje tzw. „glycine-like” model 

koordynacji (Schemat 4).  
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Schemat 4. Model koordynacji „glycine-like” [65]. 

 

W kompleksie z histydyną (3) możliwość występowania takiego modelu koordynacji jest również 

wysoce prawdopodobna i często spotykana w literaturze, jak w przypadku kompleksów miedzi(II) z 

histydyną [ 66 , 67 ]. Jednakże, jak pokazały badania strukturalne kryształu kompleksu cynku(II) z 

histydyną (3), tworzy on sześcioczłonowe pierścienie chelatowe, poprzez utworzenie wiązań 

koordynacyjnych za pomocą wolnych par elektronowych atomu azotu grupy aminowej oraz atomu 

azotu pierścienia imidazolu. Atom tlenu grupy karboksylowej nie jest w tym przypadku zaangażowany 

w formowanie wiązania koordynacyjnego z jonem centralnym [P2]. Ponadto, cząsteczka histydyny 

może być także ligandem trójkleszczowym, koordynując do jonu centralnego jednocześnie za pomocą 

atomu azotu grupy -NH2, atomu azotu imidazolu oraz atomu tlenu grupy -COOH, jak zaproponowano 

dla kompleksu [ZnH(GSH)(L-His)(H2O) [68]. 

Tożsamość oraz czystość uzyskanych związków kompleksowych cynku(II) (1-6) potwierdzono 

wykonując analizy elementarne na obecność C, H i N. Wyniki tych analiz pozostawały w zgodności z 

wynikami rentgenowskich analiz strukturalnych kompleksów. Jak pokazują nasze analizy składu 

kompleksów i ich analizy strukturalne, niejednokrotnie związki kompleksowe krystalizowały z 

wbudowaniem cząsteczek wody w sieć krystaliczną związku, np.: jak miało to miejsce dla kompleksu 

cynku z glicyną czy histydyną [P2]. 

 

2. Badania aktywności przeciwbakteryjnej kompleksów cynku (1-6) [P1, P2]. 

 Oceniono aktywność przeciwbakteryjną kompleksów cynku (1-6) w stosunku do wybranych 

szczepów bakterii tlenowych Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 Streptococcus pyogenes ATCC 19615) oraz Gram-ujemnych (Escherichia coli 

ATCC 25992 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) [P2], a także wobec szczepu bakterii Gram-

dodatnich beztlenowych Cutibacterium acnes ATCC 6919 [P1]. Wybrane szczepy bakteryjne 

odpowiadają za występowanie infekcji skórnych i układowych (oddechowych, moczowych). S. aureus 

jest składnikiem naturalnej mikroflory skóry człowieka, ale w pewnych warunkach może nadmiernie 

kolonizować skórę i tkanki miękkie, powodując zakażenia, wypryski skórne czy nasilenie zmian 

atopowego zapalenia skóry [69]. Dwa kolejne drobnoustroje, S. epidermidis i S. pyogenes są z kolei 

często izolowanymi patogenami ze zmian skórnych i ran [70]. Bakterie Gram-ujemne E. coli wywołują 

zapalenie opon mózgowych czy infekcje przewodu pokarmowego, natomiast P. aeruginosa mogą 

powodować ciężkich infekcji skóry i tkanek miękkich [ 71 , 72 ]. Beztlenowe bakterie C. acnes są 

natomiast uznawane za jeden z głównych czynników patogenetycznych trądziku pospolitego [73]. 

W przeprowadzonych badaniach substancję odnośnikową stanowił ZnPCA, który obecnie 

stosowany jest miejscowo jako składnik przeciwtrądzikowy [ 74 ]. Wartości minimalnego stężenia 

hamującego – MIC [mg/l] wyznaczono tylko dla szczepów bakterii S. epidermidis, S. pyogenes oraz C. 

acnes (Tabela 2). Dla pozostałych szczepów, w szczególności Gram-ujemnych, wartości MIC nie udało 

się wyznaczyć. Dla wszystkich badanych szczepów bakterii podano zależność ich wzrostu (%) od 

stężenia zastosowanego związku cynku odpowiednio dla szczepów Gram-dodatnich (Schemat 5) oraz 

Gram-ujemnych (Schemat 6) [P2].  
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Minimalne stężenie hamujące (MIC) dla bakterii Gram-dodatnich, [mg/L] 

Badany związek 

Bakterie tlenowe 
Bakterie 

beztlenowe 

Staphylococcus 

epidermidis 

Streptococcus 

pyogenes 

Staphylococcus 

aureus 

Cutibacterium 

acnes 

ZnGlu (1) 400 400 ND* 250 

ZnGly (2) 200 ND* ND* 100 

ZnHis (3) 300 ND* ND* 125 

ZnPro (4) 300 500 ND* 250 

ZnMet (5) 100 200 ND* 125 

ZnTrp (6) 200 300 ND* 175 

ZnPCA 200 300 ND* 175 

ND*- nie ustalono wartości MIC w badanym zakresie stężeń. 

Tabela 2. Wartości minimalnego stężenia hamującego, MIC, dla związków cynku [P2]. 

 

 
 (1) (2) 

 
 (3) (4) 

 

 
 (5) (6) 
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Schemat 5. Wzrost wybranych bakterii Gram-dodatnich w obecności związków cynku [P2].  

 

 

 
 (1) (2) 

 
 (3) (4) 

 

 
 (5) (6) 

 

 
Schemat 6. Wzrost wybranych bakterii Gram-ujemnych w obecności związków cynku [P2]. 

 

Uzyskane wyniki wskazują, że kompleks ZnMet (5) posiada wyższą aktywność niż substancja 

referencyjna- ZnPCA. Wyznaczone wartości MIC, wynoszące 100 mg/l wobec S. epidermidis oraz 200 

mg/l wobec S. pyogenes, były mniejsze niż ich odpowiednie wartości MIC dla ZnPCA (200 mg/l oraz 300 

mg/l). Kompleks (5) wykazał także lepszą aktywność niż ZnPCA wobec E. coli. Jednakże związek (5) jest 

trudnorozpuszczalny w wodzie, zatem nie będzie on przedmiotem naszego zainteresowania pod kątem 

wyboru substancji aktywnej dla żelowych preparatach dermatologicznych, podobnie jak drugi 
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trudnorozpuszczalny kompleks ZnTrp (6), którego aktywność w stosunku do S. epidermidis oraz S. 

pyogenes jest identyczna jak substancji referencyjnej ZnPCA [P2]. 

Wyznaczone wartości MIC dla pozostałych związków (1-4), w stosunku do S. epidermidis i S. 

pyogenes, były wyższe niż dla substancji referencyjnej, z wyjątkiem wartości MIC dla związku ZnGly (2) 

wobec S. epidermidis wynoszącej 200 mg/l, podobnie jak dla ZnPCA. Ponadto, związek (2) przy stężeniu 

200 mg/l, hamował w 60% i 90% wzrost odpowiednio S. aureus i S. pyogenes. Analogiczne wartości 

hamowania wzrostu tych bakterii przez ZnPCA były słabsze i wynosiły 50% i 75%. Dodatkowo, kompleks  

(2) wykazał silniejszą niż ZnPCA aktywność przeciwbakteryjną wobec P. aeruginosa [P2]. Z tych 

powodów, a szczególne z powodu wysokiej aktywności w stosunku do beztlenowych bakterii C. acnes,  

kompleks ZnGly (2) oraz kompleks ZnHis (3) będą przedmiotem naszego dalszego zainteresowania [P1]. 

Szczepy beztlenowych bakterii Gram-dodatnich, C. anes, pełnią istotną rolę przy powstawaniu 

zmian trądzikowych [18], dlatego wybór substancji aktywnych do przygotowania preparatów 

przeciwtrądzikowych był w największej mierze uzależniony od zdolności hamowania wzrostu właśnie 

tych bakterii. Wyznaczono minimalne stężenia hamujące dla kompleksów ZnGly (2), ZnHis (3) i ZnMet 

(5) wynoszące odpowiednio 100, 125 i 125 mg/l. Wartości te były niższe od wartości MIC dla związku 

referencyjnego równej 175 mg/l. Zatem związki te charakteryzują się wysoką aktywnością 

przeciwbakteryjną w stosunku do C. acnes, a w szczególności kompleks ZnGly (2), którego aktywność 

była prawie dwukrotnie silniejsza niż ZnPCA [P1]. Spośród otrzymanych związków cynku 

rozpuszczalnych w wodzie, o wysokiej aktywności wobec C. acnes, największym zainteresowaniem jako 

potencjalne składniki aktywne preparatów przeciwtrądzikowych będą cieszyły się kompleksy cynku z 

glicyną (2) i histydyną (3).  

Pomimo istnienia kilkunastu substancji aktywnych stosowanych w terapii trądziku [7,8,9], wobec 

rosnącej antybiotykooporności bakterii C. acnes, poszukiwanie nowych, skutecznych pochodnych o 

łagodniejszym profilu dermatologicznym jest ciągle aktualną potrzebą, dlatego uzyskane wyniki 

stworzyły podstawę do dalszych badań. W ostatnim czasie prowadzi się liczne badania nad nowymi 

związkami o aktywności przeciwtrądzikowej do stosowania miejscowego [ 75 , 76 , 77 ], jednak 

wykorzystanie kompleksów cynku z aminokwasami do tej pory było badane jedynie w formie doustnej 

w połączeniu z antyoksydantami, jak witamina C i E [78]. Miejscowa terapia przeciw C. acnes z użyciem 

kompleksów cynku z aminokwasami nie była do tej pory prowadzona. 

Aktywność przeciwdrobnoustrojowa wobec rozmaitych drobnoustrojów została opisana dla 

licznych kompleksów metali przejściowych z aminokwasami: miedzi(II) [47,48,49,50,51] kobaltu(II) 

[48,49,50,51], niklu(II) [49,50], żelaza(III) [48],  manganu(II) [50], kadmu(II) [50]. O ile w literaturze 

można znaleźć dane dotyczące aktywności przeciwdrobnoustrojowej mieszanych kompleksów cynku z 

aminokwasami i innymi ligandami [79,80], to nasze badania potencjału przeciwbakteryjnego [P1-P2] 

przyczyniły się do wypełnienia luki wiedzy dostarczając informacje dla kompleksów zawierających 

jedynie ligandy aminokwasowe.  

 

3. Badania aktywności przeciwgrzybiczej kompleksów cynku (1-6) [P1]. 

Zbadano aktywność przeciwgrzybiczą związków cynku wobec drożdżaków (Candida albicans ATCC 

10231, Candida parapsylosis) i grzybów strzępkowych (Aspergillus flavus ATCC 9643 i Aspergillus 

fumigatus ATCC 204305) w zakresie stężeń od 0 do 500 mg/l. Nie wyznaczono wartości minimalnego 

stężenia grzybobójczego (MFC) dla badanych szczepów w badanym zakresie stężeń.  
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4. Badania aktywności cytotoksycznej związków kompleksowych kompleksów cynku (1-6) [P1]. 

Związki kompleksowe cynku (1-6) zostały zsyntezowane z myślą o ich zastosowaniu zewnętrznym, 

dlatego ich charakterystykę strukturalną i badania aktywności przeciwdrobnoustrojowej uzupełniono 

o ocenę potencjalnego działania toksycznego na komórki skóry. 

W warunkach in vitro oceniano aktywność cytotoksyczną kompleksów cynku (1-6) w odniesieniu 

do dwóch rodzajów prawidłowych komórek skóry ludzkiej: fibroblastów (linia komórkowa 1BR.3.N) 

oraz keratynocytów (linia komórek naskórka). Z uwagi na warstwową budowę skóry ludzkiej, oprócz 

komórek zewnętrznej warstwy skóry (keratynocytów) do badań włączono komórki występujące w 

głębszych warstwach skóry - fibroblasty występujące w skórze właściwej. Zbadaną aktywność 

cytotoksyczną wyrażono za pomocą wartości IC50 [µM], która określa stężenie związku cynku 

powodujące zahamowanie wzrostu komórek o 50%, w stosunku do wzrostu komórek kontrolnych 

(Tabela 3). Krzywe przeżywalności komórek skóry w zależności od stężenia zastosowanych związków 

cynku przedstawiono odpowiednio na schematach, odpowiednio dla fibroblastów (Schemat 7) i 

keratynocytów (Schemat 8). 

 

Wartości IC50  [µM] (średnia ± SD) 

Badany związek 

 

Rodzaj badanych komórek skóry 

Fibroblasty Keratynocyty 

ZnGlu (1) 87.38 ± 6.01 c* 231.17 ± 15.94 d 

ZnGly (2) 119.85 ± 4.61 b 138.20 ± 8.11 be 

ZnHis (3) 171.48 ± 17.02 a 102.00 ± 3.76 ac 

ZnPro (4) 172.20 ± 4.00 a 157.20 ± 8.19 b 

ZnMet (5) - - 

ZnTrp (6) 94.88 ± 8.41 c 85.66 ± 14.28 c 

ZnPCA** 171.73 ± 9.69 a 102.50 ± 2.07 ac 

ZnCl2** 162.65 ± 4.10 a 126.97 ± 4.32 ae 

- nie wykryto z powodu zbyt małej rozpuszczalności w pożywce hodowlanej. 

*średnie oznaczone tą samą literą w każdej kolumnie nie różnią się istotnie pod względem statystycznym (test Kal-Wallisa 

Krusa-138; p≤0,05). 

** substancje odnośnikowe (referencyjne). 

Tabela 3. Wartości IC50 (średnia ± SD) dla kompleksów cynku ludzkich fibroblastów i 

keratynocytów [P1]. 
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Schemat 7. Krzywe przeżywalności fibroblastów pod dodaniu kompleksów cynku (1-6) i 

związków referencyjnych  [P1]. 
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Schemat 8. Krzywe przeżywalności keratynocytów po dodaniu  kompleksów cynku (1-6) i 

związków referencyjnych  [P1]. 

 



Michał Abendrot  Rozprawa doktorska 
 

24 

  

Wartości IC50 dla kompleksów cynku wobec fibroblastów ludzkiej skóry wahały się od 87,38 do 

172,20 (μM). Kompleksy ZnHis (3) i ZnPro (4) były najmniej cytotoksyczne, z podobnymi wartościami 

IC50 w stosunku do ZnPCA (171,73 μM). Wartości IC50 kompleksów (1), (2) i (6) były niższe niż w obu 

kontrolach. Toksyczność komórkowa kompleksów (1) i (6) była około 2 razy wyższa niż obu substancji 

referencyjnych [P1]. 

Wartości IC50 dla kompleksów cynku wobec keratynocytów mieściły się w zakresie od 85,66 do 

231,17 (μM). Toksyczność kompleksów ZnGlu (1), ZnGly (2) i ZnPro (4) była znacznie niższa niż w obu 

kontrolach (231,17; 138,20 i 157,20 vs. 102,50 dla ZnPCA i 126,97 μM dla ZnCl2). Kompleks z histydyną 

(3) wykazał identyczną cytotoksyczność jak związek odniesienia ZnPCA (102,50 μM). Najwyższy 

potencjał cytotoksyczny zanotowano dla związku (6) [P1]. 

Wśród badanych kompleksów cynku (1-6), tylko niektóre z nich są stosowane i to w ograniczonym 

zakresie [26], co może być podyktowane brakiem danych na temat ich toksyczności wobec komórek 

skóry. Do tej pory dokonano analizy porównawczej związku cynku z histydyną z nieorganiczną solą 

cynku (ZnSO4) wobec prawidłowych ludzkich keratynocytów, gdzie wykazano niższą cytotoksyczność 

dla pochodnej organicznej [61]. Z punktu widzenia rozwoju nowych produktów, badania 

cytotoksyczności na odpowiednich liniach komórkowych są szczególnie istotne pod kątem oceny ich 

tolerancji w miejscu podania [ 81 ]. Komitet Naukowy ds. Bezpieczeństwa Konsumentów (SCCS) 

zaznacza, że niektóre pochodne cynku, takie jak: glukonian cynku i ZnSO4, cechuje wysoki potencjał 

cytotoksyczny [26]. W świetle naszych badań kompleksy (2-4) stanowią obiecujące substancje pod 

względem bezpieczeństwa aplikacji skórnej. 

 

5. Opracowanie i badania preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Wytypowanie substancji aktywnych spośród kompleksów cynku (1-6) do przygotowania 

preparatów dermatologicznych było podyktowanie wysoką aktywnością przeciwbakteryjną związków 

wobec beztlenowych szczepów C. anes oraz niską cytotoksycznością wobec komórek skóry.  

W grupie substancji o najwyższej aktywności przeciw C. anes znalazły się kompleksy z glicyną (2), 

histydyną (3) oraz metioniną (5). Ponieważ planowano przygotowanie preparatów dermatologicznych 

o dużej zawartości wody oraz pozbawionych fazy tłuszczowej, istotnym parametrem była dobra 

rozpuszczalność substancji aktywnej w wodzie. I właśnie z powodu niskiej rozpuszczalność w wodzie 

kompleksu (5), związek ten wyeliminowano z dalszych badań. 

Analiza aktywności cytotoksycznej wobec komórek skóry pozwoliła wyłonić kompleksy z glicyną 

(2), histydyną (3) oraz proliną (4) jako pochodne o największym bezpieczeństwie zarówno dla 

keratynocytów, jak i fibroblastów skóry ludzkiej. Zważywszy jednak na niską aktywność kompleksu 

ZnPro (4) wobec bakterii C. anes, kompleks ten nie został wybrany do dalszych etapów badań. 

Ostatecznie, po uwzględnieniu wyników badań in vitro: cytotoksyczności na obu typach komórek 

skóry oraz wyników badań aktywności przeciwbakteryjnej wobec C. anes, wytypowano do dalszych 

badań dwa związki o optymalnych właściwościach. Były nimi kompleksy cynku z glicyną (2) i z histydyną 

(3). Z udziałem związków: ZnGly (2) i ZnHis (3), jako substancji aktywnych, przystąpiono do opracowania 

oryginalnych receptury preparatów dermatologicznych, które następnie poddano badaniom 

stabilności i mikrobiologicznym. 

 

5.1. Opracowanie oryginalnych receptury preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Opracowano oryginalne receptury preparatów w formie żelu. Wśród trzech stworzonych 

preparatów wyróżniono: dwa zawierające substancje aktywne [preparat A z udziałem 0,66% ZnGly (2) 

i preparat B zawierający 1,27% ZnHis (3)] oraz trzeci preparat placebo C (bez substancji czynnej). 

Preparaty (A) i (B) miały zawierać taki sam ekwiwalent molowy cynku, jaki zawarty jest w 1% ZnPCA. I 

tak, w 1 molu 1% ZnPCA jest 0,2022 g cynku, stąd zawartości procentowe związków ZnGly (2) i ZnHis 

(3) w preparatach wynoszą odpowiednio 0,66% i 1,27%. Składy poszczególnych preparatów (A-C) 
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zamieszczono w tabeli (Tabela 4). Wyznaczone stężenia kompleksów cynku (2) i (3) w preparatach 

przewyższają wartości MIC dla poszczególnych substancji aktywnych w stosunku do C. acnes, co 

zapewnia efektywność preparatów przeciw bakteriom C. acnes po aplikacji skórnej [P1]. 

 

Składnik 

Oznaczenie preparatu 

A B C 

woda demineralizowana do 100,00 g do 100,00 g do 100,00 g 

Iota-karagen 2,00 g 2,00 g 2,00 g 

fenoksyetanol : etyloheksylogliceryna (9:1) 1,00 g 1,00 g 1,00 g 

ZnGly (2) 0,66 g NA* NA* 

ZnHis (3) NA* 1,27 g NA* 

2,50% roztwór kwasu cytrynowego 14,76 g 22,75 g 0,52 g 

NA*- nie dotyczy. 

Tabela 4. Skład ilościowo-jakościowy opracowanych preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

 

Składy preparatów w formie żelu oraz stężenia poszczególnych substancji dobrano z myślą o ich 

przyszłej aplikacji na skórę trądzikową. Koncepcja preparatów była wzorowana na połączeniu ZnPCA z 

oligosacharydami pozyskanymi z alg morskich, dla którego wykazano skuteczność przeciwtrądzikową 

w warunkach klinicznych [27]. 

Ze względu na obecność stanu zapalnego i wysokiej wrażliwości skóry trądzikowej [22], w 

formulacjach (A-C) unikano składników o wysokim potencjalne uczulającym. Dla wszystkich 

preparatów wybrano odpowiedni układ konserwujący (1% Euxyl PE 9010: fenoksyetanol (PE) i 

etyloheksyloglicerynę (EHG) w stosunku masowym 9:1). Konserwant ten cechuje niski potencjał 

uczulający i jednocześnie wysokie bezpieczeństwo nawet wobec skóry wrażliwej [82,83,84]. Mając na 

uwadze na fakt, że cera trądzikowa cechuje się wzmożonym wydzielaniem sebum [85], zdecydowano 

się na opracowanie formuł pozbawionych fazy tłuszczowej. Jako substancji żelotwórczej użyto Iota-

karagenu, który jest mieszaniną liniowych sulfonowanych polisacharydów ekstrahowanych z 

wodorostów morskich klasy Rhodophyceae [86]. Ten naturalny zagęstnik tworzy ochronną powłokę na 

skórze i posiada właściwości przeciwzapalne [87], co powinno przynieść dodatkowe korzyści przy 

terapii skóry trądzikowej.  

Z powodu wzrostu pH skóry w przebiegu trądziku [88] oraz konieczności zapewnienia optymalnego 

pH preparatu z zastosowanym układem konserwującym założono, że pH formulacji (A-C) powinno się 

mieścić w przedziale 5,00-5,50, co umożliwi przywrócenie skórze odpowiedniego pH oraz zapewni 

pożądaną aktywność przeciwdrobnoustrojową przez układ konserwujący [89].  

 

5.2. Badania fizykochemiczne preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Przeprowadzono ocenę stabilności fizykochemicznej wszystkich opracowanych preparatów 

oceniając takie parametry jak: pH, gęstość i lepkość z częstotliwością raz w tygodniu, przez okres 6 

tygodni. Zarówno przechowywanie preparatów, jak i pomiary prowadzono w temperaturze pokojowej. 

Każdy z pomiarów został powtórzony 3-krotnie.  

W ciągu całego cyklu pomiarów fizykochemicznych nie zaobserwowano znaczących odchyleń 

wartości żadnego z ocenianych parametrów. Dla preparatów nie zaobserwowano żadnych cech 

niestabilności, takich jak zmiana koloru, zapachu, wytrącenie osadu. Preparaty uznano za stabilne w 

temperaturze pokojowej przez okres co najmniej 6 tygodni. Zestawienie zakresów wartości 
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poszczególnych parametrów fizykochemicznych z całego 6-tygodniowego badania zamieszczono w 

tabeli (Tabela 5). 

 

Badana 

formuła 

kolor, 

zapach 
pH gęstość [g/cm3] lepkość [cP] 

A 
żółtawy, bez 

zapachu 
5,23 - 5,36 1,0031 - 1,0047 75610 - 83426 

B 
żółtawy, bez 

zapachu 
5,31 - 5,41 0,9785 - 0,9929 149703 - 160466 

C 
żółtawy, bez 

zapachu 
5,23 - 5,36 1,0105 - 1,0137 957,7 - 1104,7 

Tabela 5. Zestawienie zakresów wartości poszczególnych parametrów fizykochemicznych dla 

preparatów dermatologicznych (A-C). 

 

Poszczególne preparaty posiadały bardzo podobne wartości odpowiednich parametrów 

fizykochemicznych, z wyjątkiem lepkości. We wszystkich preparatach zastosowano ten sam typ 

substancji żelującej (2,00% Iota-karagen), jednak zaobserwowano wyraźny wzrost lepkości dla 

preparatów (A) i (B) zawierających kompleksy (2) i (3), jako substancje aktywne. Lepkość preparatu 

placebo (C) (η= 957,7 - 1104,7) była znacznie niższa niż dla preparatów (A) i (B), dla których mieściła się 

odpowiednio w zakresach 75610 - 83426 i 149703 - 160466 [cP]. 

Uzyskane różnice lepkości sugerują, że wprowadzenie odpowiednich kompleksów cynku(II) do 

formuł (A) i (B) prowadziło do znacznego wzrostu lepkości. Warto zaznaczyć, że preparaty preparaty 

(A) i (B) zawierające substancje aktywne (2) i (3) zawierały równomolową ilość cynku odpowiadającą 

0,2022 g cynku, jednak w poszczególnych kompleksach metal ten był związany z różnymi ligandami 

odpowiednio glicyną (2) oraz histydyną (3). Na podstawie tych obserwacji można wnioskować, że na 

wzrost lepkości preparatów (A) i (B) w stosunku do preparatu (C) miały wpływ dwa czynniki: obecność 

kompleksu metalu i rodzaj związanych z nim ligandów. 

 W literaturze istnieją doniesienia o wzrośnie lepkości żelu karagenowego w obecności niektórych 

jonów metali (Y3+ i Pb2+) na skutek tworzenia dodatkowych wiązań  (kowalencyjnych i jonowych) 

między jonami metali a cząsteczkami karagenów [ 90 ]. Wykazano, że obecność jonów 

dwuwartościowych (Ca2+) pozwala utworzyć dodatkowe wiązania pomiędzy nimi a długimi, liniowymi 

łańcuchami sulfonowanych polisacharydów dzięki czemu żel zawierający Iota-karagen uzyskuje 

trójwymiarową strukturę z jednoczesnym wzrostem lepkości [91]. Na podstawie uzyskanych wyników, 

przypuszcza się, że podobnego rodzaju oddziaływania mogły również powstać po dodaniu związków 

kompleksowych cynku (2) i (3). Preparat (B), zawierający 1,27% ZnHis, charakteryzował się około 2-

krotnie większą lepkością niż preparat (A), zawierający 0,66% ZnGly. W każdym z preparatów zawartość 

jonów cynku była identyczna, zatem na wzrost lepkości preparatów musi wpływać nie tylko obecność 

jonów cynku, lecz przede wszystkim obecność odpowiednich ligandów. Nie wykluczone, że to właśnie 

obecność w cząsteczce ligandów ugrupowań, -NH2 i -NH- w pierścieniu imidazolowym, zdolnych do 

tworzenia wiązań wodorowych z uwodnionym karagenem odpowiada za wyższą lepkość preparatu (B). 

Jest to jednak zagadnienie złożone, które wymaga dalszych badań. 

 

5.3. Badania mikrobiologiczne preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Badania mikrobiologiczne opracowanych preparatów składały się z badań czystości 

mikrobiologicznej oraz badań ochrony przeciwdrobnoustrojowej. Badania te są wymagane dla każdego 

nowego produktu kosmetycznego. Wyjątek od tej reguły stanowią produkty o tzw. o niskim ryzyku 

mikrobiologicznym, które nie stwarzają sprzyjających warunki do rozwoju drobnoustrojów, np. silnie 
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kwasowe lub zasadowe pH, preparaty o niskiej zawartości wody czy te oparte na rozpuszczalnikach 

organicznych [92]. 

 

5.3.1. Ocena czystości mikrobiologicznej preparatów dermatologicznych (A-C) [P1]. 

Badania czystości mikrobiologicznej zostały przeprowadzone dla preparatów (A-C) według 

obowiązujących dla produktów kosmetycznych norm ISO. Wykaz obowiązujących norm ISO 

zamieszczono części dotyczącej zastosowanej metodologii (1.5.2.1.Ocena czystości mikrobiologicznej 

preparatów dermatologicznych (A-C) [P1].).  

Chociaż produkty kosmetycznie nie muszą być jałowe, to spełnianie kryterium czystości 

mikrobiologicznej jest bardzo istotne z punktu widzenia bezpieczeństwa stosowania preparatu [93]. 

Pomimo istnienia norm determinujących czystość mikrobiologiczną, wykazano, że wiele produktów 

kosmetycznych obecnych na rynku jest zakażonych rozmaitymi drobnoustrojami, wliczając w to 

patogeny [94].  

Opracowane preparaty (A-C) spełniły kryteria czystości mikrobiologicznej przewidziane dla 

produktów kosmetycznych zgodnie z obowiązującym standardem ISO. Limity czystości 

mikrobiologicznej nie zostały przekroczone. Potwierdzono, że testowane preparaty były pozbawione 

kluczowych patogenów skóry takich jak: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus i Candida albicans. Potwierdzenie czystości mikrobiologicznej preparatów pozwoliło na 

przystąpienie do wykonania testu skuteczność ochrony przeciwdrobnoustrojowej [P1].  

Protokoły z badań dla poszczególnych preparatów (A-C) stanowią załączniki do publikacji [P1] 

(Supplementary Materials: Test reports S1–S3). 

 

5.3.2. Ocena aktywności przeciwdrobnoustrojowej preparatów dermatologicznych (A-C) 

[P1]. 

Dla opracowanych preparatów przeprowadzono testy konserwacji, tzw. challenge tests. Badane 

preparaty wykazały skuteczność ochrony przeciwdrobnoustrojowej na najwyższym poziomie, 

spełniając zalecane kryteria skuteczności (kryteria A) dla preparatów do stosowania na skórę zgodnie 

z normą Ph. Eur. 10.0 [P1]. Dane literaturowe wskazują, że zapewnienie bezpieczeństwa 

mikrobiologicznego dla preparatów jest niezbędne [ 95 ]. Testy ochrony przeciwdrobnoustrojowej 

powinny być wykonane przed udostępnieniem preparatu do stosowania, aby wykluczyć ryzyko 

wtórnego zakażenia drobnoustrojami [ 96 ]. Dzięki potwierdzeniu skuteczności właściwości 

konserwujących poszczególnych preparatów, potwierdzono zdolność ochrony preparatu przed 

zakażeniem podczas użytkowania i przechowywania.  

W badaniach typu challenge test nie wykazano różnić pomiędzy poszczególnymi preparatami (A-

C), gdyż już po pierwszym odczycie redukcja liczby drobnoustrojów dla bakterii (T2 dni) oraz grzybów (T14 

dni) była na najwyższym poziomie. Wynika to z silnego działania przeciwdrobnoustrojowego 

zastosowanej mieszaniny konserwującej, obejmującej PE i EHG w stosunku wagowym 9:1 [P1]. 

Działanie przeciwdrobnoustrojowe fenoksyetanolu jest bardzo dobrze udokumentowane [82], dlatego 

jest on powszechnie stosowany jako konserwant w stężeniu do 1,00% [ 97 ]. Sama aktywność 

przeciwdrobnoustrojowa EHG jest dość niska, jednak wykazano jej zdolność do wzmacniania działania 

przeciwdrobnoustrojowego typowych konserwantów, jak PE, metyloizotiazolinon (MIT) czy parabeny 

[ 98 ]. Wykorzystując synergistyczne działanie obydwu składników, PE i EHG, zastosowany układ 

konserwujący zapewnił maksymalny stopień ochrony przed szczepami drobnoustrojów testowych. 

Zgodnie ze z normą Ph. Eur. 10.0, przy spełnieniu kryterium A, nie są wymagane dodatkowe środki 

zabezpieczające produkt przed zakażeniem drobnoustrojami. 

Chociaż działanie przeciwdrobnoustrojowe pochodnych cynku jest dobrze opisane [15,16,74], to 

aby odpowiedzieć na pytanie, czy związki kompleksowe cynku z aminokwasami (1-6) mogą wzmacniać 

działanie tradycyjnych konserwantów, potrzebne byłyby dalsze badania. Zastosowanie niższego 
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stężenia tradycyjnej mieszaniny konserwującej w połączeniu z opisywanymi pochodnymi cynku (1-6) 

pozwoliłoby ocenić siłę działania przeciwdrobnoustrojowego takiego układu. A w przypadku 

pozytywnych rezultatów kolejnym etapem mogłoby być testowanie w tym kierunku samych 

kompleksów cynku (1-6).  

Protokoły z badań dla poszczególnych preparatów (A-C) stanowią załączniki do publikacji [P1] 

(Supplementary Materials: Test reports S4–S6). 
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Podsumowanie osiągniętych wyników 

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono syntezę, charakterystykę strukturalną, badania 

właściwości przeciwdrobnoustrojowych oraz cytotoksyczności wobec linii komórkowych skóry dla 

kompleksów cynku(II) z wybranymi aminokwasami.  

Spośród przebadanych kompleksów cynku(II) wytypowano dwa związki, które posłużyły jako 

składniki aktywne do przygotowania przeciwtrądzikowych preparatów dermatologicznych. 

Potwierdzono stabilność fizykochemiczną, czystość mikrobiologiczną oraz skuteczność 

przeciwdrobnoustrojową zastosowanego układu konserwującego. Szczegółowe rezultaty badań 

podano poniżej. 

 

Część I: dotyczy badań kompleksów cynku (II) z aminokwasami (1-6): 

❖ Zsyntetyzowano serię kompleksów cynku(II) o wzorze ogólnym [Zn(AA)2] z następującymi 

aminokwasami (AA: L-Glu, Gly, L-His, L-Pro, L-Met i L-Trp.) [P2]; 

❖ Syntezy związków kompleksowych cynku(II) z wybranymi aminokwasami [Zn(AA)2] zaprojektowano 

w taki sposób, aby produkty nie zawierały nieorganicznych przeciwjonów (anionów typu Cl-, NO3
-, 

SO4
2-), mogących stanowić potencjalny czynnik drażniący skórę [P2]; 

❖ Opracowano dwie efektywne metody syntezy dla powyższych kompleksów; pierwsza pozwalająca 

na otrzymanie i dogodne wyizolowanie z mieszaniny reakcyjnej kompleksów o wysokiej 

rozpuszczalności w wodzie, druga dla kompleksów o bardzo niskiej rozpuszczalności w wodzie [P2];  

❖ Zaproponowano budowę cząsteczkową kompleksów cynku(II) bazując na wynikach spektroskopii 

protonowego magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR), rentgenowskich analiz 

strukturalnych monokryształów (XRD) oraz analiz pierwiastkowych (EA) na obecność C, H i N [P2]; 

❖ Ustalono struktury krystaliczne czterech kompleksów cynku(II), z glicyną (2), histydyną (3), proliną 

(4) oraz metioniną (5), za pomocą rentgenowskiej analizy strukturalnej monokryształów [P2]; 

❖ Określono aktywność przeciwbakteryjną in vitro kompleksów cynku(II) w stosunku do wybranych 

tlenowych szczepach bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 oraz Streptococcus pyogenes ATCC 19615) i Gram-ujemnych (Escherichia 

coli ATCC 25992 oraz Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) i porównano z aktywnością związku 

referencyjnego ZnPCA (2-pirolidyno-5-karboksylanu cynku) [P2];  

❖ Wykazano, że kompleksy cynku(II) z glicyną (2) oraz z metioniną (5) cechuje wyższa aktywność 

przeciwbakteryjna niż substancji referencyjnej ZnPCA. Aktywność pozostałych kompleksów była 

niższa [(1) i (4)] lub porównywalna [(3) i (6)] do aktywności ZnPCA [P2]; 

❖ Oceniono cytotoksyczność kompleksów cynku(II) na ludzkich komórkach skóry: fibroblastach (linia 

komórkowa 1BR.3.N) i keratynocytach (linia komórek naskórka) i porównano z aktywnością 

substancji referencyjnych: ZnCl2 oraz ZnPCA [P1]; 

❖ Wobec keratynocytów kompleksy (1, 2, 4) mają niższą toksyczność niż substancje referencyjne, zaś 

kompleks (3) wykazuje taką samą toksyczność jak ZnPCA [P1]; 

❖ Wykazano, że kompleksy (3) i (4) cechowała prawie identyczna toksyczność wobec fibroblastów 

skóry w porównaniu z odnośnikami [P1]; 

❖ Określono aktywność przeciwbakteryjną in vitro kompleksów cynku (1-6) wobec beztlenowych 

szczepów bakterii C. acnes [P1]; 
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❖ Wykazano, że kompleksy z glicyną (2), z histydyną (3) oraz z metioniną (5) najsilniej hamują wzrost 

C. acnes. Wartość MIC dla związku (2) była około dwukrotnie wyższa niż wartość MIC odnośnika 

ZnPCA [P1]; 

❖ Wykazano brak aktywności przeciwgrzybiczej in vitro kompleksów cynku wobec drożdżaków 

(Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsylosis) i grzybów strzępkowych (Aspergillus flavus 

ATCC 9643 i Aspergillus fumigatus ATCC 204305) [P1]. 

 

Część II: dotyczy badań preparatów dermatologicznych (A-C): 

❖ Do przygotowania preparatów dermatologicznych wytypowano dwa kompleksy cynku(II): z glicyną 

ZnGly (2) oraz z histydyną ZnHis (3), czyli związki dobrze rozpuszczalne w wodzie o najwyższej 

aktywności przeciwbakteryjnej wobec C. acnes oraz niskiej toksyczności wobec fibroblastów skóry i 

keratynocytów [P1]; 

❖ Opracowano trzy oryginalne formulacje dermatologiczne o konsystencji żelu (z kompleksem ZnGly 

(A); z kompleksem ZnHis (B), placebo (C)) [P1]; 

❖ Potwierdzono stabilność fizykochemiczną preparatów dermatologicznych w temperaturze 

pokojowej dowodząc stałości analizowanych parametrach fizykochemicznych (pH, gęstość, lepkość) 

w okresie 6-tygodni [P1]; 

❖ Potwierdzono czystość mikrobiologiczną wszystkich preparatów zgodnie z obowiązującymi 

normami PN-EN ISO dla produktów kosmetycznych [P1]; 

❖ Udowodniono najwyższą skuteczność zastosowanej ochrony przeciwdrobnoustrojowej układu 

konserwującego (kryterium A) dla wszystkich formulacji zgodnie z wymaganiami Farmakopei 

Europejskiej 10.0 [P1]; 

❖ Wykluczono istnienie negatywnych interakcji substancji aktywnych (2) i (3) z zastosowanym 

układem konserwującym (mieszanina Phenoxyethanol i Ethylhexylglycerin w stosunku wagowym 

9:1) [P1]. 
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Perspektywy i plany na przyszłość   

Opisane powyżej wyniki badań stanowią wstęp do większego zainteresowania kompleksami cynku 

z aminokwasami w preparatach przeciwtrądzikowych. Do uzyskania pełnej charakterystyki aktywności 

przeciwtrądzikowej zasadne byłoby przeprowadzenie badań in vivo z udziałem probantów różnym 

nasileniu trądziku pospolitego. Cennym byłoby także sprawdzenie czy siła działania tych związków 

może zostać porównana do stosowanych obecnie antybiotyków. Porównanie takie mogłoby 

przyczynić się do ograniczenia nadużywania antybiotykoterapii w terapii trądziku, pozostawiając 

użycie antybiotyków jedynie w razie zdecydowanej konieczności. Jako, że przygotowane preparaty 

dermatologiczne (A-C) miały formę żelu o wysokiej zawartości wody, ciekawym kierunkiem byłoby 

sprawdzenie stabilności fizykochemicznej również innych form preparatów, na przykład w postaci 

emulsyjnej oraz serum lipidowego. 

Jak już wspomniano w rozdziale „5.3.2. Ocena aktywności przeciwdrobnoustrojowej preparatów 

dermatologicznych (A-C)”,  cennym wydaje się także sprawdzenie, czy pochodne te mogły by znaleźć 

zastosowanie jako substancje wspomagające działanie tradycyjnych konserwantów. Koncepcja 

stworzenia mieszanin omawianych kompleksów z innymi substancjami wzmacniającymi działanie 

konserwujące, nie będącymi jednak typowymi konserwantami, również może być ciekawym 

pomysłem. 

Nie mniej interesującym wydaje się przebadanie kompleksów cynku pod kątem innych rodzajów 

aktywności, np. w kierunku działania antyoksydacyjnego, przeciwnowotworowego, 

przeciwzmarszczkowego czy zmniejszającego zmiany hiperpigmentacyjne skóry. 
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Streszczenie 

Trądzik pospolity występuje nawet u 95% nastolatków i często wymaga wdrożenia 

antybiotykoterapii ogólnoustrojowej lub miejscowej. W obliczu nieustannie rosnącej 

antybiotykooporności bakterii uznawanych za powstawanie trądziku pospolitego (Cutibacterium 

acnes) poszukiwanie nowych substancji aktywnych o działaniu przeciwbakteryjnym staje się kwestią 

priorytetową. W terapii trądziku wykorzystywane są doustne substancje lecznicze, m.in. antybiotyki 

(limecyklina, doksycyklina, erytromycyna, tetracyklina-HCl) i retinoidy (izotretynoina), których 

stosowanie wiąże się z wystąpieniem ogólnoustrojowym działań niepożądanych. Z uwagi na wysoki 

stopień wrażliwości skóry w przebiegu trądziku, substancje stosowane miejscowo mogą wywoływać 

podrażnienia skóry, jak w przypadku nadtlenku benzoilu i kwasu azelainowego. 

Moje zainteresowanie związkami cynku wynikało z dużego znaczenia, jakie spełniają one w 

produktach kosmetycznych stanowiących podstawę pielęgnacji cery trądzikowej. Niektóre ze 

związków cynku posiadają właściwości przeciwdrobnoustrojowe. Pomimo, że związki kompleksowe 

cynku wykazują niższą toksyczność wobec komórek skóry niż aktualnie stosowane pochodne, to ich 

aktywność przeciwdrobnoustrojowa nie była zbadana. Na chwilę obecną, substancje te wykorzystane 

są jako składniki suplementów diety u ludzi, w żywieniu zwierząt czy jako katalizatory reakcji 

chemicznych. Co istotne, dotychczas nie badano ich aktywności przeciwbakteryjnej. W świetle tych 

danych, celem niniejszej pracy doktorskiej stało się poszukiwanie nowych składników aktywnych 

preparatów dermatologicznych o niższej cytotoksyczności wobec komórek skóry oraz wysokiej 

aktywności przeciwbakteryjnej wobec bakterii C. acnes. Do swoich badań wybrałem otrzymanie nowej 

grupy pochodnych z puli związków cynku, którymi są związki kompleksowe cynku z aminokwasami. 

Zsyntetyzowano serię związków kompleksowych cynku z wybranymi aminokwasami (L-Glu, Gly, L-

His, L-Pro, L-Met i L-Trp) o ogólnym wzorze Zn(AA)2. Związki kompleksowe nie zawierały 

nieorganicznych anionów, które mogłyby stanowić potencjalny czynnik drażniący skórę. W zależności 

od rozpuszczalności reagentów w wodzie, opracowano dwie metody syntez: dla kompleksów dobrze 

rozpuszczalnych w wodzie (ZnGlu, ZnGly, ZnHis, ZnPro) oraz dla kompleksów trudnorozpuszczalnych 

w wodzie (ZnMet, ZnTrp).  

Wszystkie otrzymane związki kompleksowych cynku(II) scharakteryzowano pod względem 

strukturalnym z użyciem spektroskopii protonowego magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR) 

oraz analizy elementarnej na obecność C, H i N. Budowę cząsteczek kompleksów (ZnGly, ZnHis, ZnPro, 

ZnMet) potwierdzono analizą rentgenostrukturalną uzyskanych monokryształów. 

Oceniono aktywność przeciwbakteryjną otrzymanych związków kompleksowych cynku w 

stosunku do wybranych szczepów bakterii Gram-dodatnich tlenowych (Staphylococcus aureus ATCC 

6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) i beztlenowych 

(Cutibacterium acnes ATCC 6919), Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 25992, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853) w porównaniu do substancji referencyjnej, ZnPCA, stosowanej w 

dermatologii jako środek przeciwbakteryjny. Dla wszystkich badanych szczepów bakterii wyznaczono 

zależność ich wzrostu od stężenia zastosowanego związku cynku. Dla niektórych szczepów 

wyznaczono dodatkowo wartości minimalnego stężenia hamującego – MIC. Aktywność 

przeciwbakteryjna kompleksów ZnMet i ZnGly była wyższa niż związku referencyjnego wobec Gram-

dodatnich tlenowych szczepów bakterii, zaś wobec beztlenowych szczepów C. acnes kompleksy ZnGly, 

ZnHis oraz ZnMet wykazały silniejsze działanie przeciwbakteryjnie niż ZnPCA.  
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W toku dalszej analizy biologicznej oceniono aktywność cytotoksyczną kompleksów cynku w 

odniesieniu do dwóch rodzajów prawidłowych komórek skóry ludzkiej: fibroblastów (linia komórkowa 

1BR.3.N) oraz keratynocytów (linia komórek naskórka) wobec dwóch substancji odnośnikowych ZnCl2 

oraz ZnPCA. Trzy kompleksy (ZnGlu, ZnGly, ZnPro) wykazały niższą toksyczność wobec keratynocytów 

niż substancje odnośnikowe. W przypadku fibroblastów skóry tylko kompleks ZnHis okazał się być 

mniej toksyczny niż substancje odnośnikowe.  

Kierując się najniższą toksycznością wobec komórek skóry oraz najwyższą aktywnością 

przeciwbakteryjną wobec beztlenowych szczepów C. acnes, wyselekcjonowano dwa kompleksy 

(ZnGly) i (ZnHis) o optymalnych właściwościach. Z udziałem tych związków opracowano oryginalne 

receptury preparatów dermatologicznych, w których stężenia substancji aktywnych wynosiły: ZnGly 

0,66% dla ZnGly i 1,27% dla ZnHis. Zastosowane ilości substancje aktywnych - (ZnGly) i (ZnHis) - 

zawierały identyczny ekwiwalent molowy jonów Zn2+ jaki jest w 1% ZnPCA. Dla tych preparatów oraz 

preparatu placebo potwierdzono czystość mikrobiologiczną zgodnie z obowiązującymi normami ISO 

dla produktów kosmetycznych. Kolejno zbadano stabilność preparatów prowadząc pomiary 

parametrów fizykochemicznych (pH, gęstości i lepkości) przez 6 tygodni.   W następnym etapie badań 

wykazano najwyższą skuteczność zastosowanej ochrony przeciwdrobnoustrojowej preparatów 

zgodnie z wymaganiami Farmakopei Europejskiej 10.0. Nie wykazano także negatywnych interakcji 

substancji aktywnych (ZnGly) i (ZnHis) z wybranym układem konserwującym (mieszanina 

fenoksyetanol i etyloheksylogliceryna w stosunku wagowym 9:1). 

Podsumowując, przeprowadzone badania pokazują, że związki kompleksowe cynku z 

aminokwasami, w szczególności związki ZnGly i ZnHis,  mogłyby być wykorzystane jako nowe składniki 

aktywne preparatów dermatologicznych w terapii trądziku pospolitego.  

 

Summary 

Acne vulgaris affects up to 95% of adolescents and often requires the implementation of systemic 

or local antibiotic therapy. In view of the constantly growing antibiotic resistance of the bacterial acne-

trigger (Cutibacterium acnes), the search for new active substances with antibacterial properties 

becomes the priority. The oral treatment of acne is based on the use of antibiotics (limecycline, 

doxycycline, erythromycin, tetracycline-HCl) and retinoids (isotretinoin), the utilization of which is 

associated with the occurrence of systemic side effects. Moreover, due to the high degree of skin 

sensitivity in acne, the topical substances may cause the skin irritation, as in the case of benzoyl 

peroxide and azelaic acid. 

My interest in zinc compounds resulted from the great importance they play in cosmetic products 

constituting the basis of acne skin care. Some of the zinc compounds have antimicrobial properties. 

Although zinc complexes show lower toxicity to skin cells than the currently used derivatives, their 

antimicrobial activity has not been investigated. At present, these substances are used as ingredients 

in dietary supplements in humans, in animal nutrition or as catalysts for some chemical reactions. 

Importantly, their antibacterial activity has not been studied so far. In the light of these data, the aim 

of this doctoral thesis was to search for new active ingredients of dermatological preparations with 

lower cytotoxicity against skin cells and high antibacterial activity against C. acnes bacteria. For my 

research, I chose to obtain a new group of derivatives from the pool of zinc compounds, which are 

complex compounds of zinc with amino acids.  
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A series of zinc complex compounds with a few selected amino acids (L-Glu, Gly, L-His, L-Pro, L-

Met and L-Trp) with the general formula Zn(AA)2 was synthesized. The complex compounds did not 

contain any inorganic anions that could be a potential skin irritant. Depending on the solubility of the 

reagents in water, two methods of synthesis have been developed: the first for the complexes that 

are highly soluble in water (ZnGlu, ZnGly, ZnHis, ZnPro) and the second for those that are difficult to 

dissolve in water (ZnMet, ZnTrp). 

All obtained zinc(II) complex compounds were structurally characterized using the proton nuclear 

magnetic resonance (1H NMR) spectroscopy and elemental analysis for the presence of C, H and N. 

The structure of the complex particles (ZnGly, ZnHis, ZnPro, ZnMet) was confirmed by X-ray structure 

analysis of the obtained single crystals. 

The antibacterial activity of the obtained zinc complex compounds against the selected strains of 

aerobic Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) and anaerobic (Cutibacterium acnes ATCC 6919) and 

Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25992, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) compared to the 

reference substance, ZnPCA, used in dermatology as an antimicrobial agent. For all tested bacterial 

strains, the dependence of their growth on the concentration of the zinc compound used was 

determined. For some strains, the values of the minimum inhibitory concentration - MIC were 

additionally determined. The antimicrobial activity of the ZnMet and ZnGly complexes was higher than 

for the reference compound against Gram-positive aerobic bacterial strains, and against anaerobic 

strains of C. acnes, the ZnGly, ZnHis and ZnMet complexes showed stronger antibacterial activity than 

ZnPCA. 

In the course of further biological analysis, the cytotoxic activity of zinc complexes was assessed 

against two types of normal human skin cells: fibroblasts (1BR.3.N cell line) and keratinocytes 

(epidermal cell line) against two reference substances ZnCl2 and ZnPCA. The three complexes (ZnGlu, 

ZnGly, ZnPro) showed lower toxicity to keratinocytes than both reference substances. In the case of 

skin fibroblasts, only the ZnHis complex was shown to be less toxic than the reference substances. 

Considering the lowest toxicity towards skin cells and the highest antibacterial activity against 

anaerobic strains of C. acnes, two complexes, namely (ZnGly) and (ZnHis) with optimal properties were 

selected. With the use of these compounds, the original dermatological preparations were developed, 

in which the concentrations of active substances were as follow: ZnGly 0.66% for ZnGly and 1.27% for 

ZnHis. The amount of active substances used - (ZnGly) and (ZnHis) - constituted the same molar 

equivalent of Zn2+ ions as present in 1% ZnPCA. For these two and the placebo preparations, the 

microbiological purity was confirmed in accordance with the current ISO standards for cosmetic 

products. The stability of these preparations was tested in turn by measuring a few physicochemical 

parameters (including pH, density and viscosity) for 6 weeks. In the next stage of the research, the 

highest effectiveness of the applied preservative system of each preparation was demonstrated, in 

accordance with the requirements of the European Pharmacopoeia 10.0. There were also no negative 

interactions of the active substances (ZnGly) and (ZnHis) with the selected preservative system (a 

mixture of Phenoxyethanol and Ethylhexylglycerin in a weight ratio of 9:1). 

Summing up, the conducted research shows that zinc complexes with amino acids, in particular 

ZnGly and ZnHis compounds, could be used as the new active ingredients of dermatological 

preparations in the treatment of acne vulgaris. 
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