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Cwiczenie 7. Oznaczenie substancji promieniochronnych stosowanych w  kremach
przeciwstonecznych.

Cel ¢wiczenia: Zastosowanie ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami do ilo§ciowego 0znaczenia
substancji promieniochronnych (tzw.: filtrow ochronnych) stosowanych w kosmetykach do ochrony
przed promieniowaniem stonecznym.

Whprowadzenie
na podstawie [1, 2, 3]

Promieniowanie stoneczne jest promieniowaniem elektromagnetycznym, mieszczacym si¢
w zakresie od 290 do 400 nm. Skiada si¢ z trzech rodzaje promieniowania: promieniowania
podczerwonego, swiatta widzialnego oraz promieniowania ultrafioletowego. Najwickszy wplyw na
ludzka skore ma promenowanie ultrafioletowe. Ze wzgledu na dlugo$¢ fali promieniowanie
ultrafioletowe dzieli si¢ na trzy zakresy :

1. UVC (100 — 290 nm) - najbardziej niebezpieczne dla ludzkiego organizmu; jest niemal
catkowicie zatrzymywane przez warstwe ozonowa i prawie w ogole nie dociera do powierzchni
ziemi;

2. UVB (290 — 320 nm) - penetruje naskorek oraz skore wiasciwa; w wyniku dziatania tego
promieniowania powstaje opalenizna oraz poparzenia stoneczne (opdznione oparzenia stoneczne, tj.
rumien wystepujacy w ciggu 12-24 godzin po ekspozycji); absorbowane jest gléwnie przez
wierzchnig warstwe naskorka; promieniowanie UVB stanowi jedynie okoto 5% promieniowania
ultrafioletowego docierajagcego do powierzchni Ziemi, pozostate 95% to promieniowanie UVA.

3. UVA (320 — 400 nm) - natezenie tego rodzaju promieniowania utrzymuje si¢ na statym poziomie
przez caly dzien, niezaleznie od pogody i pory roku; promieniowanie o tej dtugosci fali wnika do
tkanki podskérnej powodujac natychmiastowe poparzenie stoneczne, ktére maleje w ciggu 2 godzin
po ekspozycji; whasnie promieniowanie UVA jest odpowiedzialne za niszczenie kolagenu w skorze,
plamy pigmentacyjne, przedwczesne starzenie oraz zmiany nowotworowe.

Aby nie naraza¢ ludzkiej skory na szkodliwe dziatanie promieniowania stonecznego
produkowane sa kremy zawierajace tzw. filtry przeciwstoneczne. Filtry przeciwstoneczne UV to
zwigzki chemiczne, wykorzystywane w kosmetykach, ktérych podstawowym zadaniem jest
ochrona skory przed szkodliwym dziataniem promieniowania stonecznego. Wtasciwosci ochronne
kremow przeciwstonecznych zaleza od ich skladu. W dostepnych w sprzedazy kosmetykach
stosowane sa dwa rodzaje filtrow przeciwstonecznych.

Pierwszy rodzaj stanowig tzw. filtry chemiczne, czyli syntetyczne zwiazki chemiczne pochtaniajace
energi¢ niesiong przez promieniowanie stoneczne. Nalezg do nich: oktokrylen (UVB), silatrisol
(trisiloxan drometrizolu, ochrona przed UVA i UVB), avobenzon (metoksydibenzoilometanobutyl,
UVA), tinosorb M (filtr nowej generacji, chroni przed UVB i UVA).

Do drugiej grupy nalezg tzw. filtry mineralne (fizyczne, naturalne), bedgce substancjami
odbijajacymi lub rozpraszajagcymi promieniowanie stoneczne. Najczesciej stosowane sg: dwutlenek
tytanu oraz tlenek cynku. Obydwa chronig przed UVB oraz czg$ciowo przed promieniami UVA.



Wskaznik SPF - wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej (ang. Sun Protection Factor) - jest miarg
skuteczno$ci kosmetyku w przeciwdziataniu oparzeniom stonecznym, bedacych skutkiem
ekspozycji skory na promieniowanie ultrafioletowe z zakresu UVB. Wskaznik ten okresla, o ile
czasu dluzej mozemy przebywac na stoncu - po zastosowaniu danego preparatu - do momentu
wystgpienia rumienia skory, w pordwnaniu czasu wystgpienia na skrze rumienia podczas pobytu na
stoncu bez ochrony skory.

SPF okresla stopien ochrony skory jedynie przed promieniowaniem UVB, co oznacza, ze nawet
wysoki faktor chronigcy przed UVB (np. SPF 30) moze wcale nie ostania¢ przed promieniami
UVA, ktore wnikajg gleboko w skore 11 odpowiadajg za jej fotostarzenie.

Laboratoryjna metoda oznaczania wartosci wspotczynnika SPF w ogdlnym zarysie polega na tym,
ze na skore jednego z ochotnikéw aplikuje si¢ krem z filtrem. Zawsze naktada si¢ krem w iloSci
2 mg na kazdy cm? skory. Nastepnie naswietla sie ten fragment skéry lampa emitujaca
promieniowanie UV, az do momentu pojawienia si¢ zaczerwienienia skory. Taki test powtarza sig,
ale juz bez uzycia kremu ochronnego.

W praktyce wskaznik ochrony przeciwstonecznej mozna oszacowaé z pomiaréw absorpcji, jako
odwrotnos$¢ efektywnej transmisji promieniowania UV przez srodek przeciwstoneczny [4, 5, 6]

Zaktadajac, ze uzytkownik zastosowal na skorg srodek przeciwstoneczny o SPF rownym 2, to moze
pozostawaé na stoncu dwa razy dtuzej niz gdyby tego $rodka nie uzyl. Ilos¢ promieniowania
przechodzaca przez warstwe §rodka przeciwslonecznego rozprowadzong na skoérze bedzie potowa
ilosci, ktéra dziatalaby na skore, gdyby filtru przeciwstonecznego nie zastosowano. Jezeli
przyjmiemy, ze lo bedzie intensywnos$cig $wiatta docierajacego do powierzchni skory
niechronionej, za§ 1 bedzie oznaczalo intensywno$¢ s$wiatta docierajacego do skory poprzez
warstwe Srodka przeciwstonecznego, wtedy absorbancja (A):

A = -logio(l/1o) = - log10(0,5) = 0,3 1)
Zalezno$¢ pomiegdzy absorbancja 1 SPF powinna by¢ wyrazona przez roéwnanie:
A = - 10910(1/SPF) = log10SPF 2

Nalezy jednak pamigtaé, ze obecnie stosowane laboratoryjne testy kremow zawierajacych filtry
przeciwstoneczne oparte na pomiarach absorbancji rozcienczonych roztworéw obarczone
sa znacznymi bledami wynikajacymi z braku ilosciowej ekstrakcji poszczegodlnych sktadnikow
kreméw oraz interferencjami (np. odbiciem i rozproszeniem promieniowania) wynikajacymi
z obecnos$ci dodatkowych sktadnikow kremow.



WYKONANIE CWICZENIA
Wybra¢ do analizy 4-5 probek kreméw (najlepiej: jednej marki) réznigcych si¢ wartoscia
SPF (deklarowang przez producenta).

Procedura ekstrakcji wspomaganej ultradzwi¢kami

W plastikowe]j probowce wirdwkowej o pojemnosci 30 cm® umiescié, za pomoca bagietki
szklanej lub szpatutki, okoto 0,0500 g kremu przeciwstonecznego starajac si¢ by krem umiescic jak
najblizej dna probowki. Aby unikng¢ zanieczyszczenia kolejnych probek kremu, po kazdym uzyciu
bagietke nalezy przetrze¢ izopropanolem. W ten sam sposOb przygotowaé przynajmniej jeszcze
jedna odwazke kremu (probki rownolegte).
Poste¢pujgc analogicznie przygotowaé po minimum dwie odwazki pozostatych kremow.

Nastepnie, do kazdej z probowek z odwazonym kremem, doda¢ po 5,00 ml izopropanolu
I doktadnie wymiesza¢ (przez delikatne wstrzasanie, nie wytrzasanie). Probéwki wraz z zawartoscia
nalezy umies$ci¢ w myjce ultradzwickowej, w kapieli wodnej o temperaturze 45 — 50 °C. Zawarto$¢
probowek poddawac dziataniu ultradzwigkow przez 15 minut. Uwaga! Podczas procesu ekstrakcji
probowki powinny by¢ otwarte. Po uptywie 15 minut zawarto$¢ probowek nalezy schtodzié
do temperatury pokojowej, a nastepnie odwirowac (6 minut, 7500 obr./min.). Do pomiaru nalezy
pozostawi¢ klarowng ciecz zebrang znad osadu (ekstrakt zawiera aktywne sktadniki kremow).

Procedura ekstrakcji bez wspomagania

W celu poréwnania wydajnosci ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami i ekstrakcji
prowadzonej bez wspomagania nalezy, z zestawu kremow do analizy, wybra¢ jeden preparat 1 dla
niego przygotowa¢ dodatkowe probki do analizy.

W plastikowej proboéwce wirowkowej o pojemnosci 30 cm® umiesci¢, podobnie jak
w przypadku procedury opisanej powyzej, okoto 0,0500 g kremu przeciwstonecznego. Do kazdej
z probowek z odwazonym kremem, doda¢ po 5,00 ml izopropanolu i doktadnie wymieszaé (przez
delikatne wstrzgsanie, nie wytrzgsanie). Probowki wraz z zawartoscig nalezy umiesci¢ w w kapieli
wodnej o temperaturze 45 — 50 °C, w wytrzgsarce. Zawarto$¢ probowek wytrzasa¢ przez 15 minut.
Po uptywie 15 minut zawartos¢ probowek nalezy schiodzi¢ do temperatury pokojowej, a nastepnie
odwirowac (6 minut, 7500 obr./min.). Do pomiaru nalezy pobra¢ znad osadu klarowna ciecz.
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Przygotowanie roztworow do pomiarow absorbancji - rozcienczenia

W celu przygotowania probek do pomiarow spektrofotometrycznych roztwor zawierajacy
aktywne sktadniki kreméw nalezy dwudziestokrotnie (20 x) rozcienczy¢ 2- propanolem. Nastgpnie
z kazdej rozcienczonej probki nalezy przygotowaé roztwér do pomiaru przenoszac 1,00 cm?®
roztworu do kolbki o pojemnosci 10,00 cm? i uzupetni¢ izopropanolem do kreski.

Wykonanie pomiarow; sporzadzenie widm absorpcyjnych

Przy wykorzystaniu spektrofotometru Genesis 10 UV/VIS (Thermo Scientific) wykonaé
pomiar widm absorpcyjnych w zakresie 200 — 450 nm (krok: co 2-5 nm) dla kazdej z badanych
probek wzgledem 2-propanolu jako roztworu odniesienia. Pomiary absorbancji nalezy
przeprowadzi¢ w kuwetach kwarcowych pamigtajac, aby kuwete, przed umieszczeniem w niej
probki, przeptukiwaé¢ roztworem odniesienia (izopropanol), jednoczes$nie pamigtajac by nie
rozcienczy¢ probki.

Sprawozdanie

W sprawozdaniu trzeba zamiesci¢ widma absorpcyjne dla uzyskane dla roztworéw roéznych
kremow przeciwstonecznych. Na podstawie uzyskanych widm wyznaczy¢é dlugosci fali
odpowiadajace maksimum absorpcji w poszczegdlnych zakresach: UVA, UVB, UVC. Nalezy
réwniez wyznaczy¢ maksymalng absorbancj¢ w zakresie UVB, dla kazdego z badanych roztworow,
przy jednej, wybranej dtugosci fali.



Maksymalng absorbancj¢, wyznaczong dla jednej dtugoséci fali z zakresu UVB, nalezy skorygowaé
do standardowej masy odwazki kremu wynoszacej 0,0500 przez podzielenie jej przez faktyczna
mas¢ 1 pomnozenie przez standardowe 0,0500. Na podstawie skorygowanych wartosci absorbancji
obliczy¢ SPF analizowanych kreméw (wzor (2), zamieszczony na drugiej stronie instrukcji).
Postugujac si¢ skorygowanymi warto§ciami absorbancji prosze sporzadzi¢ wykres zaleznosci A = f
(log10SPF) dla uprzednio wybranej dtugosci fali z zakresu UVB dla wszystkich roztworéw srodkoéw
przeciwstonecznych. Prosze réwniez, na podstawie roéwnania prostej (uzyskanej dla wykresu
zalezno$ci A = f (log10SPF)), obliczy¢ wyznaczone eksperymentalnie wartosci SPF analizowanych
preparatow.

Sformutowa¢ wnioski, z uwzglednieniem wydajnosci procedury ekstrakcji prowadzonej bez
wspomagania.
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