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Cwiczenie 7. Oznaczanie substancji promieniochronnych stosowanych w  kremach
przeciwstonecznych.

Cel ¢wiczenia: Celem ¢wiczenia jest zastosowanie ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami do
ekstrakcji substancji absorbujacych promieniowanie UV, w tym organicznych filtrow UV, z
kreméw przeciwstonecznych oraz ich ocena spektrofotometryczna w zakresie UV. Na podstawie
widm absorpcyjnych zostanie przeprowadzona poréwnawcza ocena wlasciwosci badanych
preparatow oraz oszacowanie warto§ci SPF w uproszczonym modelu spektrofotometrycznym. Dla
jednego wybranego kremu zostanie rowniez poréwnana wzgledna efektywnos¢ ekstrakcji
wspomaganej ultradzwigkami z ekstrakcjg prowadzong w tazni wodne;.

WPROWADZENIE
na podstawie [1, 2, 3]

Promieniowanie stloneczne obejmuje szeroki zakres promieniowania elektromagnetycznego, w tym
promieniowanie ultrafioletowe (UV), $wiatlo widzialne i promieniowanie podczerwone.
Promieniowanie UV obejmuje zakres dlugosci fali 100-400 nm i ze wzgledu na dlugos$¢ fali dzieli
siecna UVA, UVB i1 UVC 1]

1. UVC (100-280 nm) — wysokoenergetyczne, mogace powodowac¢ silne uszkodzenia biologiczne;
jest wysokoenergetyczne, lecz promieniowanie stoneczne z tego zakresu jest praktycznie
catkowicie pochtaniane przez atmosfere i nie dociera do powierzchni Ziemi;

2. UVB (280-315 nm) - dziata przede wszystkim w powierzchownych warstwach skory;
odpowiada w duzym stopniu za rumien i oparzenia sloneczne oraz uczestniczy w procesach
fotokarcynogenezy;

3. UVA (315400 nm) - stanowi wigkszo$¢ promieniowania UV docierajacego do powierzchni
Ziemi; penetruje skore glebiej niz UVB 1 ma znaczenie m.in. w procesach fotostarzenia
1 uszkodzeniach komorkowych; promieniowanie UVA przyczynia si¢ m.in. do degradacji
sktadnikéw macierzy skory, powstawania przebarwien, fotostarzenia oraz uszkodzen zwigzanych
z procesem fotokarcynogenezy.

Do powierzchni Ziemi dociera przede wszystkim promieniowanie UVA oraz mniejsza cz¢$s¢ UVB.
UVC jest pochtaniane przez atmosfere [1]. Nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV moze
powodowaé ostre 1 przewlekle skutki biologiczne, dlatego w produktach przeznaczonych
do ochrony skory stosuje si¢ substancje promieniochronne, okreslane takze jako filtry UV.

W kosmetykach stosuje si¢ organiczne 1 nieorganiczne filtry UV. Organiczne filtry UV
sa zwigzkami absorbujagcymi promieniowanie w okreslonych zakresach dlugosci fali.
Do stosowanych substancji nalezg m.in. oktokrylen i avobenzon. Nieorganiczne filtry UV, takie jak
TiO:2 1 ZnO, ograniczajg przenikanie promieniowania poprzez jego absorpcj¢ oraz, w zaleznosci
od wiasciwosci czastek, takze rozpraszanie. Wykaz substancji dopuszczonych jako filtry UV
w produktach kosmetycznych okresla zalacznik VI do rozporzadzenia (WE) nr 1223/2009
Z poOzniejszymi zmianami [2]. Zastosowana w ¢wiczeniu procedura ekstrakcji 1 pomiaru
spektrofotometrycznego stuzy przede wszystkim ocenie skladnikow  rozpuszczalnych
w izopropanolu i absorbujacych promieniowanie UV; nie stanowi oznaczenia ilo$ciowego
nieorganicznych filtrow UV.



Wskaznik SPF

SPF (ang. Sun Protection Factor) jest miarg zdolno$ci produktu przeciwstonecznego do
ograniczania dziatania promieniowania wywotujacego rumien, przede wszystkim z zakresu UVB.
Klasyczne oznaczanie SPF in vivo jest prowadzone wedlug znormalizowanych procedur, m.in. ISO
24444 [3]. Wartos¢ SPF nie stanowi pelnej miary ochrony przed UVA.

Na potrzeby niniejszego ¢wiczenia stosuje si¢ uproszczony model spektrofotometryczny, w ktorym
transmisj¢ promieniowania przez warstwe §rodka przeciwstonecznego przybliza si¢ zaleznoscig T =
1/SPF. Poniewaz absorbancja A = —logio(T), otrzymuje si¢ zaleznos¢:

A = -logio(1/SPF) = log10SPF

Zaleznos¢ ta jest modelem dydaktycznym i nie jest rOwnowazna normatywnemu oznaczeniu SPF
produktu. Na wynik wptywaja m.in. niepetna ekstrakcja skladnikow kremu, obecnos¢ kilku
substancji absorbujacych, rozpraszanie promieniowania oraz sktad matrycy kosmetycznej [4, 5].
Dlatego wartosci uzyskane w <¢wiczeniu nalezy interpretowaé jako spektrofotometryczne
oszacowanie SPF w przyjetych warunkach pomiarowych, a nie jako certyfikowang wartos¢ SPF
produktu.

Ogolny schemat wykonania ¢wiczenia

1. Przygotowac¢ po dwie rownolegte nawazki kazdego badanego kremu.

2. Przeprowadzi¢ ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami.

3. Dla jednego wybranego kremu przeprowadzi¢ réwnolegle ekstrakcje w tazni wodnej bez
ultradzwigkow.

4. Odwirowac probki 1 przygotowac ekstrakty do pomiaru spektrofotometrycznego.

5. Zarejestrowa¢ widma absorpcyjne w zakresie 200—450 nm.

6. Porowna¢ widma badanych preparatow 1 wartosci absorbancji w wybranym zakresie UV.

7. Porowna¢ wzgledna efektywno$¢ obu sposobdw ekstrakcji dla wybranego kremu.

8. Oszacowa¢ SPF badanych preparatow w uproszczonym modelu spektrofotometrycznym 1
poréwnac z deklaracjg producenta.

Odczynniki i wyposazenie

— izopropanol (2-propanol),

— badane kremy przeciwsltoneczne o r6znych deklarowanych wartosciach SPF,
— waga analityczna,

— probowki z tworzywa sztucznego,

— bagietki szklane,

— myjka ultradzwigkowa z mozliwoscig utrzymania temperatury 45-50 °C,

— taznia wodna o temperaturze 45-50 °C,

— wiréwka laboratoryjna,

— kolby miarowe, pipety i inne szklo miarowe,

— spektrofotometr UV-Vis oraz kuwety kwarcowe.

Procedura ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami

Dla kazdego badanego kremu przygotowaé¢ dwie rownolegle probki. Do plastikowej probowki
przenies¢ za pomoca bagietki szklanej okoto 0,0500 g kremu przeciwstonecznego i doktadnie



zwazy¢ probke. Zanotowaé rzeczywistg mas¢ kazdej odwazki. Po przygotowaniu kazdej probki
bagietke doktadnie oczysci¢ izopropanolem i osuszy¢ przed pobraniem kolejnego kremu.

Do kazdej probéwki doda¢ 5,00 cm?® izopropanolu i dokladnie wymiesza¢ przez wstrzasanie.
Probéwki umiesci¢ w myjce ultradzwigkowej, w ktorej temperatura kapieli wynosi 45-50 °C, i
poddawac¢ dzialaniu ultradzwigkdéw przez 15 min. Ekstrakcje nalezy prowadzi¢ w naczyniach
odpowiednich do stosowania z izopropanolem, zgodnie z instrukcja uzytkowania myjki
ultradzwigkowej oraz zasadami bezpiecznej pracy z rozpuszczalnikami fatwopalnymi. Sposob
umieszczenia i zamkni¢cia naczyn okresla procedura obowigzujaca na pracowni.

Po zakonczeniu ekstrakcji probki schtodzi¢ do temperatury pokojowej, a nastepnie odwirowaé
przez 6 min przy predkosci obrotowej 7500 obr./min. Klarowna ciecz nadosadowa zawiera zwigzki
wyekstrahowane z kremu, w tym rozpuszczalne w izopropanolu organiczne filtry UV.

Porownanie wzglednej efektywnos$ci ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami i ekstrakcji
w lazni wodnej

Dla jednego wybranego kremu przeciwstonecznego nalezy poroéwna¢ wzgledng efektywnosé
ekstrakcji prowadzonej z zastosowaniem ultradzwickoéw z ekstrakcja prowadzong w tazni wodnej
bez dziatania ultradzwickow.

Do poréwnania wykorzysta¢ dwie réwnolegle probki wybranego kremu, przygotowane wczesniej
do ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami (wariant A). Dodatkowo przygotowac dwie réwnoleglte
nawazki tego samego kremu, kazda o masie okoto 0,0500 g, do ekstrakcji w tazni wodnej bez
dzialania ultradzwickow (wariant B). Zanotowa¢ rzeczywista mase¢ kazdej odwazki.

Wariant A — ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami: do probki doda¢ 5,00 cm?® izopropanolu,
dokladnie wymiesza¢ 1 prowadzi¢ ekstrakcje w myjce ultradzwigkowej przez 15 min w
temperaturze 45-50 °C.

Wariant B — ekstrakcja w tazni wodnej: do probki doda¢ 5,00 cm?® izopropanolu, doktadnie
wymiesza¢ 1 prowadzi¢ ekstrakcje przez 15 min w fazni wodnej o temperaturze 45-50 °C, bez
dziatania ultradzwigkow.

Poza zastosowaniem ultradzwiekow warunki obu ekstrakcji, tj: masa probki, objetosc
rozpuszczalnika, temperatura, czas oraz sposdb wstepnego wymieszania, powinny by¢ jednakowe.
Po zakonczeniu ekstrakeji probki schiodzi¢ do temperatury pokojowej 1 odwirowac przez 6 min
przy 7500 obr./min. Roztwor znad osadu przygotowa¢ do pomiaru w taki sam sposéb dla obu
wariantow.

UWAGA: W ¢wiczeniu nie jest wyznaczana bezwzgledna wydajnos¢ ekstrakcji poszczegolnych
filtrow UV, poniewaz nie wykonuje si¢ ich indywidualnego oznaczenia iloSciowego z
zastosowaniem odpowiednich wzorcow. Porownywana jest wzgledna efektywno$¢ obu sposobow
ekstrakcji, oceniana na podstawie odpowiedzi spektrofotometrycznej ekstraktow przygotowanych w
jednakowych warunkach.

Przygotowanie roztworow do pomiaru

Otrzymany ekstrakt nalezy rozcienczy¢ 200-krotnie izopropanolem. W zaleznosci od dostgpnego
wyposazenia mozna zastosowaé jeden z dwoch réwnowaznych wariantow:

a) w przypadku stosowania pipety automatycznej pobra¢ 125 pl ekstraktu do kolby miarowej o
pojemnosci 25,00 cm? 1 uzupetic¢ izopropanolem do kreski;



b) w przypadku stosowania klasycznego szkta miarowego ekstrakt najpierw rozcienczy¢ 20-krotnie
izopropanolem, a nastgpnie pobra¢ 1,00 cm? otrzymanego roztworu do kolby miarowej o
pojemnosci 10,00 cm?® 1 uzupeti¢ izopropanolem do kreski.

W obu wariantach catkowity wspodtczynnik rozcienczenia ekstraktu wynosi 200. Wszystkie probki
przeznaczone do bezposredniego pordwnania nalezy rozciencza¢ wedtug tego samego wariantu.

Wykonanie pomiarow i sporzadzenie widm absorpcyjnych

Przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis wykona¢ pomiar widm absorpcyjnych w zakresie 200—450
nm dla kazdej z badanych probek, stosujac izopropanol jako roztwdr odniesienia. Pomiary
wykonywaé¢ w kuwetach kwarcowych.

Przed pomiarem kuwete przeptukaé niewielkg porcja roztworu, ktérego absorbancja ma by¢ w niej
mierzona. Nalezy zwrdci¢ uwage na prawidlowe ustawienie kuwety oraz czystos¢ jej powierzchni
optycznych.

Opracowanie wynikow
1. Korekta absorbancji wzgledem masy nawazki

W celu poréwnania probek o nieznacznie rdznigcych si¢ masach nawazek warto$¢ absorbancji przy
wybranej dtugosci fali nalezy skorygowac¢ do standardowej masy 0,0500 g:

A=A -0,0500/m

gdzie: Ax - absorbancja skorygowana do masy 0,0500 g; A - zmierzona absorbancja; m -
rzeczywista masa odwazki kremu [g].

2. Ocena wzglednej efektywnosci ekstrakeji

Dla wybranego kremu porownac $rednie warto$ci absorbancji skorygowanej otrzymane po obu
sposobach ekstrakcji przy tej samej dlugosci fali. Wzgledng efektywnos$¢ ekstrakcji wspomaganej
ultradzwigkami w odniesieniu do ekstrakcji w tazni wodnej mozna obliczy¢ ze wzoru:

Ew1 = (A, UAE / A, WB) - 100%

gdzie: A, UAE — $rednia absorbancja skorygowana po ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami,
Ai,WB — $rednia absorbancja skorygowana po ekstrakcji w tazni wodne;.

Warto$¢ okoto 100% oznacza porownywalng odpowiedz spektrofotometryczng obu ekstraktow.
Warto$§¢ wigksza niz 100% wskazuje na wigkszg absorbancje ekstraktu uzyskanego
z zastosowaniem ultradzwiekow, natomiast wartos¢ mniejsza niz 100% — na wieksza absorbancje
ekstraktu otrzymanego metodg ekstrakcji w fazni wodnej. Poréwnanie jest uzasadnione przy
zatozeniu, ze pomiary wykonywane sg w zakresie liniowej zalezno$ci absorbancji od st¢zenia, przy
jednakowym wspotczynniku rozcienczenia.

3. Spektrofotometryczne oszacowanie SPF

Dla wszystkich badanych kreméw wybra¢ jedng wspolng dlugos¢ fali z zakresu UVB, przy ktorej
poréwnywane beda warto$ci absorbancji. Korzystajac ze skorygowanych warto$ci absorbancji
sporzadzi¢ wykres zaleznosci:

Ak = f(lOglo SPFnom),

gdzie SPF1om 0znacza nominalng warto$¢ SPF podang przez producenta.



Wyznaczy¢ rownanie prostej oraz wspotczynnik determinacji (R?). Na podstawie rownania prostej
obliczy¢ dla kazdego badanego preparatu wartos¢ SPF oszacowang spektrofotometrycznie.

Otrzymane wartosci SPF poréwna¢ z wartosciami deklarowanymi przez producentow.
Jednoczeénie, na podstawie przebiegu zaleznosci Ax=f(logio SPFnom) oraz wartosci R2, ocenié, czy
w warunkach przeprowadzonego do§wiadczenia wzrostowi deklarowanej wartosci SPF towarzyszy
wzrost absorbancji ekstraktu w wybranym zakresie UVB.

UWAGA: Obliczone wartosci SPF majg charakter orientacyjny i odnosza si¢ wylacznie do
warunkoéw zastosowanej procedury ekstrakcji i pomiaru spektrofotometrycznego. Nie s3
rébwnowazne wartosciom SPF wyznaczanym zgodnie ze znormalizowanymi metodami oceny
ochrony przeciwstonecznej. Na zgodnos¢ wynikow z deklaracja producenta moga wplywac¢ m.in.
niepetna ekstrakcja sktadnikéw kremu, obecno$¢ kilku substancji absorbujacych promieniowanie
UV, sktad matrycy kosmetycznej oraz rozpraszanie promieniowania.

SPRAWOZDANIE

1. krotkie wprowadzenie zawierajace cel ¢wiczenia oraz zasade ekstrakcji wspomaganej
ultradzwiekami i pomiaru UV-Vis;

2. tabele zawierajaca nazwy badanych preparatéw, deklarowane wartosci SPF, rzeczywiste masy
nawazek oraz zastosowane rozcienczenia;

3. widma absorpcyjne uzyskane dla roztwordw wszystkich badanych kremow;

4. wyznaczone dlugosci fali odpowiadajace charakterystycznym maksimom absorpcji w zakresie
UVB i1 UVA oraz krétki komentarz do ksztattu widm,;

5. warto$ci absorbancji przy jednej, wspolnie wybranej dtugosci fali z zakresu UVB oraz wartosci
absorbancji skorygowane wzgledem masy nawazki;

6. dla wybranego kremu — pordéwnanie wynikéw uzyskanych po ekstrakcji wspomaganej
ultradzwigkami 1 po ekstrakcji w tazni wodnej oraz obliczong wzgledng efektywno$¢ ekstrakeji
wspomaganej ultradzwigkami;

7. wykres zaleznoéci Ax=f(logio SPFnom), rdwnanie prostej, warto§¢ R? oraz spektrofotometrycznie
oszacowane warto$ci SPF badanych preparatow;

8. porownanie oszacowanych wartosci SPF z wartosciami deklarowanymi przez producentow oraz
ocen¢ zalezno$ci miedzy absorbancjg ekstraktoéw a deklarowanym SPF; ewentualne rozbieznosci
nalezy omowi¢ z uwzglednieniem ograniczen zastosowanej procedury ekstrakcji 1 modelu
spektrofotometrycznego;

9. wnioski, w tym oceng wptywu ultradzwickow na wzgledng efektywnos¢ ekstrakcji w warunkach
przeprowadzonego doswiadczenia.

Zakres zagadnien obowiazujacych do ¢wiczenia

1. Zakresy UVA, UVB i UVC oraz ich znaczenie biologiczne.

2. Organiczne i nieorganiczne filtry UV oraz podstawowe mechanizmy ich dziatania.

3. Znaczenie wskaznika SPF i1 ograniczenia jego interpretacji.

4. Podstawy spektrofotometrii UV-Vis: transmitancja, absorbancja i prawo Lamberta-Beera.

5. Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami — zasada dziatania i czynniki wplywajace na
efektywnos¢ ekstrakc;ji.



6. Wplyw temperatury, czasu, rodzaju rozpuszczalnika 1 mieszania na proces ekstrakcji.
7. Poréwnanie ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami z ekstrakcja w tazni wodne;.
8. Znaczenie rozcienczen i korekty wyniku wzgledem masy probki.

9. Ograniczenia spektrofotometrycznego oszacowania SPF dla wieloskladnikowej matrycy
kosmetyczne;j.
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