zawierajacych filtry UV

Spektrofotometryczna ocena wiasciwosci
promieniochronnych produktéow kosmetycznych

Poznan

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2011, 65, 7, 655-660
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Powszechnie wiadomo, ze nadmierna ekspozycja na promienio-
wanie z zakresu UV moze powodowa¢ wiele probleméw skornych,
takich jak: oparzenia, przedwczesne starzenie sig skory, obnizenie wy-
dajnosci systemu odpornosciowego organizmu oraz skorne choroby
nowotworowe. Stosowanie filtréw UV jest rekomendowane przez
lekarzy dermatologéw juz od wielu lat; moga one bowiem skutecznie
chroni¢ przed nadmierna iloscig promieniowania, a tym samym, zapo-
biega¢ uszkodzeniom skory [1]. Produkty kosmetyczne zawieraja filtry
UV, ktére sa tak skonstruowane, aby absorbowa¢ lub odbija¢ promie-
niowanie z zakresu UV i w ten sposob chroni¢ komorki skéry przed
uszkodzeniem, czy tez catkowitym zniszczeniem.

Promieniowanie UV stanowi cze$¢ promieniowania elektromagne-
tycznego o dfugosci fali od 200 do 400 nm (rys. |) i zazwyczaj dzieli
sig je na trzy zakresy: UVA: 320 400 nm; UVB: 280 320 nm; UVC:
200 280 nm.

Z catkowitej ilosci promieniowania UV, ktére dociera do po-
wierzchni Ziemi, zaledwie 6% stanowig fale z zakresu UVB, natomiast
az 96% to promieniowanie UVA. Zakres fal o najwyzszej energii (UVC)
jest catkowicie pochtaniany przez warstwe ozonowa w stratosferze,
gdyz fale te maja relatywnie kroétki zasieg, zgodnie ze wzorem |, kto-
ry pokazuje wyraznie, ze im wyzsza energia fali, tym krotsza jest jej
dfugosc.

THE ELECTRO MAGNETIC SPECTRUM
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Wzér |. Zalezno$¢ miedzy energia kwantu promieniowania
a dtugoscia fali (E - energia, h — stata Plancka, v — czestotliwos¢ fali,
A — dtugosé fali)

Zdolno$¢ promieniowania UV do niszczenia komérek skory rosnie
wykfadniczo wraz z malejaca wartoscia dtugosci fali. Promieniowanie
o dtugosci fali 280 nm wykazuje 1000 razy wiekszy potencjat niszcza-
cy niz fala o diugosci 340 nm, dlatego tez skuteczna ochrona przed
promieniowaniem z zakresu UVB wydaje si¢ by¢ najbardziej istotna
w zapobieganiu negatywnym efektom nadmiernej ekspozycji na $wia-
tlo stoneczne [2]. Niemniej jednak, wiele badan wskazuje na to, ze nie
tylko promieniowanie UVB, ale réwniez UVA moze wywiera¢ nega-
tywny wplyw na komérki ludzkiej skéry [3+5]. Dlatego tez niezwykle
istotnym zagadnieniem stafo si¢ opracowanie metod pozwalajacych
na ocene stopnia ochrony przed promieniowaniem UVA.

CHEMIK nr7/2011 ¢ tom 85

Agata WAWRZYNCZAK, lzabela NOWAK — Wydziat Chemii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza,

W niniejszym artykule opisano rézne metody pomiaru stop-
nia ochrony przed promieniowaniem UVB i UVA, ze szczegélnym
uwzglednieniem metod spektrofotometrycznych.

Pomiar stopnia ochrony przed promieniowaniem UV

Destrukcyjny wptyw promieniowania UV, a w szczegdlnosci UVA,
na ludzka skére przejawia sie juz na poziomie komérkowym i funkcjo-
nalnym. Elementem powodujacym te niekorzystne zmiany sg wolne
rodniki, a zwtaszcza niezwykle reaktywne formy tlenu rodnikowego.
Z tego powodu niezwykle istotne jest, aby chroni¢ skére nie tylko
przed powszechnie juz znanym zagrozeniem ze strony UVB, ale row-
niez przed promieniowaniem UVA.

Ochrona przed promieniowaniem UVB

Powszechnie znany czynnik ochronny SPF (Sun Protection Factor),
stosowany do opisu preparatow kosmetycznych zawierajacych filtry
UV, definiuje sie najczesciej jako stosunek czasu, po ktérym pojawi sie
rumien na skorze chronionej kremem z filtrem do czasu powstania
efektu rumienia na skorze nie chronionej (wzoér 2).

min. dawka UV wywolujaca rumien na skérze chronionej filtrem
SpF = ) 3 i f @)

min. dawka UV wywolujgca rumien na skérze niechronionej filtrem

Wzér 2. Sposéb obliczania czynnika SPF

Najczesciej parametr SPF mierzony jest zgodnie z tzw. procedura
invivo, w ktérej odpowiednie testy przeprowadzane sa na ochotnikach.
2 mg badanego produktu nakiada si¢ na niewielka powierzchnig skory
(I ecm?) ochotnika, po czym obszar ten poddaje sie napromieniowa-
niu az do momentu pojawienia sig pierwszego zaczerwienienia skory.
Nastepnie cata procedure powtarza sie na innym kawatku skory tego
samego ochotnika, bez udziatu preparatéw promieniochronnych. Ten
eksperyment pozwala na pomiar odcinkéw czasu, a wartosci te moga
zosta¢ podstawione do wzoru 2 w celu obliczenia czynnika SPF

Jak juz wczesniej wspomniano, ochrona przed promieniowaniem
UV, jaka zapewniaja preparaty kosmetyczne, okreslana jest przede
wszystkim w testach przeprowadzanych na ochotnikach. Metody te
sa jednak niezwykle czasochfonne. Dlatego podjeto préby opracowa-
nia naukowych technik in vitro, ktére pozwolityby na szybkie i wiary-
godne okreslenie czynnika SPF. Pierwsze badania z wykorzystaniem
metod spektrofotometrycznych polegaty na okresleniu spektrum
w zakresie UV dla rozciericzonych roztwordw lub cienkich filméw
badanych preparatéw promieniochronnych. Obecnie najczesciej
stosuje sie pomiary technika tzw. rozproszonej transmitancji (diffuse
transmittance), ktére uzyskuje sig dzigki spektrofotometrom UV-Vis
wyposazonym w specjalng przystawke obiciowa (a diffuse reflectance
accessory).

Za migdzynarodowy standard w ocenie niekorzystnych efektow
wywotywanych przez promieniowanie UV w ludzkiej skérze uznaje
sie dokument wydany prze CIE (Commission Internationale de LEcla-
irage): CIE Erythemal Action Spectrum [6]. W celu obliczenia czynnika
chroniacego przed UV, CIE zaleca okreslenie procentowego udziatu
transmitancji w catym zakresie UV dla badanej prébki preparatu. W na-
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stepnym etapie obliczen nalezy uwzgledni¢ parametr korygujacy, tzw.
czynnik rumienia (erythemal weighting factor), ktéry zostat wyznaczony
dla réznych dfugosci fali i zestawiony tabelarycznie [6].

Podstawowa zaleta tej metody jest to, ze preparat moze by¢ ba-
dany bezposrednio w celi pomiarowej spektrofotometru, bez rozcien-
czania ani wstepnych przygotowan probki. Niemniej jednak nalezy
podkresli¢, ze wartosci parametréw SPF okreslone technikami in vitro
w przypadku filtréw chemicznych s3 czesto nieco zawyzone w stosun-
ku do danych uzyskanych metodami in vivo. Problem ten nie jest jednak
tak wyrazny w przypadku tzw. fizycznych filtrow UV [2].

Wszystkie metody pozwalajace wyznaczy¢ parametr SPF zostaty
opisane oraz s standaryzowane, np. w dokumencie COLIPA Interna-
tional Sun Protection Factor Test [7]. S3 one na biezaco uaktualniane.

Ochrona przed promieniowaniem UVB

Parametr SPF, ktéry mierzony jest zgodnie z zaleceniami COLI-
PA [7], wskazuje na zdolnosci promieniochronne danego preparatu
tylko w zakresie UVB, jednak nie daje zadnych informacji na temat
ochrony przed promieniowaniem UVA. Ze wzgledu na to, ze szko-
dliwy wptyw promieniowania UVA na ludzka skére zostat juz po-
twierdzony naukowo, potrzeba opracowania prostej i niezawodne;j
metody oceny dziatania filtréw w tym zakresie promieniowania UV
staje sie coraz bardziej pilna.

Do tej pory opisanych zostato kilka réznych metod in vivo: PPF (Pho-
totoxic Protection Factor), PFA (Protection Factor UVA), IPD (Immediate
Pigment Darkening) and PPD (Persistent Pigment Darkening), wsréd kto-
rych dwie ostatnie maja najwieksze znaczenie aplikacyjne [8, 9].

Podobnie jak w przypadku czynnika SPF, réwniez metody okresla-
nia ochrony przed promieniowaniem UVA powinny by¢ wykonywane
zgodnie ze standardami opisanymi w literaturze, np. przewodnikiem
COLIPA [10]. Testy in vivo s nadal najpopularniejsza technika okre-
$lania skutecznosci preparatow kosmetycznych chroniacych przed
promieniowaniem UVA. Przeprowadzane s3 one na ochotnikach
i w wiekszosci bazujg na wizualnej ocenie zmiany zabarwienia napro-
mieniowywanej skory.

Immediate Pigment Darkening (IPD) — metoda ta bazuje na oce-
nie zmiany koloru pigmentu skérnego w momencie pojawienia sie
pierwszych oznak tworzenia rumienia pod wptywem naswietlania pro-
mieniowaniem UVA. Do$¢ powaznym ograniczeniem w stosowaniu tej
techniki jest fototyp skéry ochotnika, na ktérym przeprowadzany jest
test. Reakcja pigmentu skérnego na promieniowanie UVA moze by¢
bez przeszkéd zaobserwowana tylko w przypadku oséb z Il lub IV
fototypem skéry. W przypadku ochotnikéw o fototypie wyzszym niz
IV $ciemnienie pigmentu jest dos¢ trudne do zaobserwowania. Metoda
ta jest réwniez mato wiarygodna w przypadku oséb z fototypem | i Il.

Persistent Pigment Darkening (PPD), to metoda pomiaru ochro-
ny przed promieniowaniem UVA, ktérej zasada zblizona jest do oceny
czynnika SPF. Oznacza to, ze filtr o wartosci promieniochronnej UVA
wynoszacej 5 powinien pozwoli¢ na 5-krotnie diuzsza ekspozycje, niz
miatoby to miejsce w przypadku skoéry niezabezpieczonej. W trakcie
przeprowadzania testu skéra ochotnikéw naswietlana jest za pomoca
zrédta promieniowania UVA (320-400 nm), a nastepnie oznaczane s3
trwate zmiany w zabarwieniu skéry, po uptywie od 2 do 24 godzin
od momentu zaprzestania napromieniowywania. Zmiany te rejestro-
wane sa zaréwno dla skéry chronionej, jak i niechronionej filtrem [9].
Zaleta tej metody, w poréwnaniu z technika IPD, jest to, ze zmiana
koloru pigmentu wywotana promieniowaniem UVA jest juz utrwalona
i pozwala na zdecydowanie bardziej precyzyjne odczyty. Jednak, pomi-
mo tego, ze metoda PPD daje do$¢ wiarygodne i powtarzalne wyniki,
to jej znaczenie kliniczne moze zosta¢ podwazone ze wzgledu na to,
ze nie pokrywa ona zakresu o dfugosci fal ponizej 320 nm, a dodatko-
wo ze wzgledu na wydfuzony czas jej trwania; odpowiedz skéry moze
zostac zakiécona przez inne zrédta promieniowania UV, np. podczas
pobytu na zewnatrz [9].

G656

Jak juz wspomniano, testy in vivo sa metodami niezwykle czaso-
chtonnymi, zwtaszcza w przypadku badania skutecznosci filtréw chro-
niacych przed promieniowaniem UV o wiekszej dtugosci fali (UVA).
Z tego tez powodu podjeto proby opracowania prostych i efektyw-
nych metod in vitro, ktére pozwolityby na skuteczne okreslenie czyn-
nika ochrony przed UVA.

Przewodnik COLIPA zawiera metody dedykowane gtownie filtrom
w formie cieczy lub emulsji [10]. Zgodnie ze wskazdwkami zawartymi
w tym dokumencie, test do oceny czynnika ochronnego przed UVA
(UVAPF) powinien opierac sig¢ na ocenie transmitancji promieniowania
przepuszczanego przez cienki film (0,75 mg/cm?) badanego preparatu,
naniesionego na porowata ptytke wykonana z polimetakrylanu mety-
lu (PMMA). Pomiar ten powinien by¢ przeprowadzony dwukrotnie:
przed oraz po ekspozyciji probki na promieniowanie UV pochodzace
ze $cisle zdefiniowanego zrodta. Wyniki pomiaréw przeprowadzonych
ta technika sa w znacznym stopniu zgodne z parametrami promienio-
chronnymi ustalonymi dla tych samych preparatéw za pomoca opisanej
metody in vivo (PPD). Metoda PPD stanowi odnosnik dla techniki in
vitro zaproponowanej przez COLIPA [10].

Wytyczne COLIPA zawieraja réwniez dos¢ dokiadng specyfika-
cje spektrofotometru UV-Vis, ktéry moze zosta¢ uzyty w pomiarach
UVAPF [10]. Jednym z najwazniejszych wskazan jest to, aby uktad
optyczny aparatu mégh pracowac w trybie zaréwno rozproszonego
naswietlania (diffuse illumination), jak i odbierania (diffuse collection)
promieniowania, ktére zostaje skierowane na porowata plytke z na-
niesionym preparatem.

Lampa stosowana w tego typu pomiarach musi emitowa¢ ciagte
spektrum promieniowania w zakresie 290-400 nm. Jednoczesnie po-
Ziom promieniowania powinien by¢ na tyle niski, aby nie naruszy¢ fo-
tostabilnosci badanego preparatu. Takie rozwiazanie zapewnia m.in.
ksenonowa lampa bfyskowa. Warto wigec podkresli¢, ze dawka UV
w trakcie pojedynczego cyklu pomiarowego nie powinna przekraczac¢
wartosci 0,2 J/cm?.

Szczegdtowe dane specyfikacyjne oraz opis metody pomiarowej
i sposobu opracowania wynikéw zawarte sa m.in. w opublikowanym
w 2007 r. przewodniku COLIPA [10].

Norma australijska (AS/NZS 2604.1993) opiera sie na spektro-
fotometrycznych pomiarach procentu transmitancji promieniowania,
ktorym naswietlana jest badana prébka. Zgodnie z ta metoda preparat
zapewnia odpowiednig ochrone tylko wtedy, gdy przepuszcza mniej
niz 10% promieniowania z zakresu 320 — 360 nm.

Technika opisana w normie australijskiej zapewnia zatem, ze ba-
dany preparat posiada¢ bedzie szerokie spektrum ochrony przed pro-
mieniowaniem, niemniej jednak nie moze ona zagwarantowac¢ skutecz-
nej obrony przed UVA osobom ze skéra o podwyzszonej wrazliwosci.
Dodatkowa wada tego testu jest to, ze nie uwzglednia on w ogéle
fotostabilnosci badanego preparatu.

Boots Star Rating System opiera sie¢ na okresleniu stosunku
dwoch zakreséw promieniowania UV: UVA oraz UVB. Dla kazdego
z badanych filtréow obliczane sa powierzchnie pod widmem w zakresie
UVA i UVB, co pozwala uzyska¢ wspotczynnik, ktérego wartos¢ za-
wiera sie przedziale od 0 do |. Kazdemu przedziatowi wartosci liczbo-
wej takiego wspdtczynnika zostafa tez przypisana odpowiednia liczba
gwiazdek (tab.I).

Tablica |

Wartosci wspétczynnikow okreslajacych stosunek UVA/UVB oraz
przypisana im liczba gwiazdek w systemie Boots Stars

UVA/UVB | 0-0,2 (0,21 -0,4|0,41 -0,6 0,61 -0,80,81-0,9 > 0,91

Boots Stars zadna * wk il i ok
Kategoria zadna | minimalna umiarko- dobra | superior ultra
ochrony wana
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Broad Spectrum Rating (krytyczna diugos¢ fali) bazuje na spek-
trofotometrycznej analizie prébki naniesionej na powierzchnie plyt-
ki, pozwalajac na catkowite wyeliminowanie testéw prowadzonych
na ludziach. W metodzie tej spektrum uzyskane z pomiaru spektro-
fotometrycznego jest redukowane do jednej wartosci liczbowej po-
przez okreslenie tzw. wartosci krytycznej diugosci fali ( A). Wartos¢
ta odpowiada diugosci fali, przy ktérej absorbancja promieniowania
przez prébke osiaga poziom 90% catkowitej powierzchni pod krzywa
w zakresie 290 — 400 nm.

Warto podkredli¢, ze metoda Broad Spectrum Rating opiera sig
jedynie na ksztatcie krzywej widma spektroskopowego, natomiast nie
uwzglednia jej amplitudy. Dodatkowo, wada tego testu jest jego dos¢
niska zgodno$¢ z rezultatami uzyskanymi w metodach in vivo [I I].

APP method (UVA Protection Percentage) — test zapropono-
wany przez Sayre i Agina w celu okreslenia procentu promieniowania
UVA zablokowanego przez badany filtr. Pomimo tego, ze technika
ta dostarcza cenne informacje, nie znalazla szerokiego zastosowania
ze wzgledu na mozliwo$¢ znacznego wptywu btedu operatora, dosé
trudng technike przygotowania preparatu oraz brak uznania w oczach
FDA (US Food and Drug Administration) [12].

Whioski

W ciagu ostatnich lat szkodliwy wptyw nadmiernej ekspozyc;ji
na promieniowanie UVA zostat potwierdzony naukowo. Ze wzgle-
du na to, ze powszechnie stosowany w preparatach kosmetycznych
o wlasciwosciach promieniochronnych parametr SPF okresla tylko
stopien ochrony przed promieniowaniem z zakresu UVB, pojawita sig
koniecznos¢ opracowania szybkich i wiarygodnych testow pozwalaja-
cych na okreslenie stopnia blokowania promieniowania UVA.

Pierwsze metody in vitro, ktdre okreslatyby stopien ochrony przed
UVA zostaty juz opracowane, jednak jak do tej pory nie udato sie usta-
nowi¢ jednej, uniwersalnej procedury, ktéra dawataby nie tylko wyniki
wiarygodne i powtarzalne, ale réwniez zgodne z rezultatami testow in
vivo. Dodatkowym problemem jest to, ze wszystkie opisane metody
in vitro nie dajg ilosciowych informacji na temat bezwzglednej ochrony
przed UVA, a jedynie pozwalajg okresli¢ wzgledny wzrost absorbancji
w badanym zakresie promieniowania.
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