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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni ochranného faktoru pted slune¢nim zarenim
(SPF) a ochranného faktoru proti UVA sloZce zafeni (UVA-PF) metodou in vitro podle
metodiky uvedené v ndvodech vydanych sdruzenim COLIPA. Cilem DP bylo ovéfit navrh
normy ISO/WD 24443 pro stanoveni UV A ochrany metodou in vitro a srovnat s hodnotami
nam¢fenymi metodami in vivo. Vybér vzorkll byl volen se zdmérem otestovat formulace,

které byly z aplika¢niho hlediska problematické.

Kli¢ova slova: krém na opalovani, SPF, UVA-PF, in vitro, UV filtry

ABSTRACT

This thesis was focused on dtermination of Sun Protection Factor (SPF) and UVA Pro-
tection Factor (UVA-PF) using an in vitro method according to COLIPA Guidelines. The
aim of the thesis was to verify the procedure described in the Draft ISO Standard (ISO/WD
24443 on Determination of Sunscreen UVA Photoprotection In vitro) and to compare re-
sults obtained in vitro with the outcome of SPF and UVA-PF determination in vivo. The
samples were chosen with the goal to test formulations with problematical mode of appli-

cation.
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UVOD

Slunce vzniklo asi pted 4,6 miliardami let a bude svitit jeSté dalSich 7 miliard let. [7] Ve
starovéku bylo v mnoha kulturdch uctivdno jako boZstvo. V antickém Recku byl bohem
Slunce Helios, ktery cestoval kazdy den po obloze ve svém zlatém voze. Ve starovékém
Rimé se nazyval Sol a ve starovékém Egypté pak Ré, Ra & Amon. V astrologii je Slunce
symbolem vitality a zdravi. VétSina kultur povazovala Slunce za symbol Zivota a zno-

vuzrozeni, coZ bylo spojeno s jeho pravidelnym objevovéanim se na obloze kazdé rano.

Objevenim slunec¢nich skvrn byla zna¢n€ pobouiena tehdejsi katolickd obec, jelikoZ se do
té doby véftilo, Ze Slunce je tvofeno z ,,dokonale Cistého éteru* a tedy je nemozné, aby se

na jeho povrchu nachézely tmavsi plochy.

Nutnost pfizpiisobit se zméndm podnebi i stylu Zivota vedla lidstvo k tvaze o pifiznivosti
vlivu Slunce na organismus. Pfi sledovéni jeho vlivu zjist'ovali pozitivni pisobeni na orga-
nismy, ale pfitom se nedalo pfehlédnout i rizika, kterd ptisobeni slune¢nich paprskii méla.
S pfibyvajicimi roky se zacaly objevovat dusledky nadmérného slunéni, coZ vedlo
k vyzkumu jeho ptisobeni a z ného vyplyvajictho varovani pred nadmérnym opalovanim.
Na tyto vysledky vyzkumu navéazal i kosmeticky priamysl, ktery ve spoluprici s dermatolo-
gy zacal vyvijet ochrannou kosmetiku [10]. Aktivni ingredience v prostfedcich na ochranu
proti slunecnimu zareni pohlcuji nebo odrazi ultrafialové (UV) zafeni dopadajici na kiZi
a pomahaji kizi chrénit pied spalenim. Prostfedky na ochranu proti slune¢nimu zareni mu-
Zeme nalézt ve form¢ krému, spreje, gelu nebo jiné galenické formé. [11] Hledaly se 1 dalsi

zpusoby ochrany v podob¢ ochrannych odévi apod. [10].

Ochranny faktor pfed slune¢nim zdfenim (SPF) uddvd, o jaky ndsobek Casu je moZné
po naneseni piipravku na kazi prodlouzit pobyt na slunci, bez jejiho z¢ervendni. Vysledny
¢as bezpecného pobytu jedince na slunci zdvisi na SPF a konkrétnim fototypu, ktery je u
kazdého Cloveéka individudlni. Opétovné naneseni ochranného prostfedku neredukuje $kod-
livé ucinky uz pfijatého slune¢niho zafeni. Vyrobky, u kterych se laboratorné naméii vyso-
ké faktory (nad 50), sejednotné¢ oznacuji tdajem 50+ (dle Doporuceni Komise
2006/647/ES) a jsou urcené pro citlivé osoby a déti, ¢i pro extrémni prostiedi tropti a vele-

hor.

Vedle vhodného SPF je potieba zohlednit dalsi faktory jako ¢as slunéni, geografickou po-

lohu, ¢i nadmotskou vySku. Po natfeni ochranného ptipravku je dulezité nepodléhat pocitu
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faleSné jistoty a zbytecné se nevystavovat slune¢nimu zéatfeni hlavné v kritickych hodinach
(11. = 15. hod.). Také nesmime zapominat, Ze snih odrazi 90 %, voda 50 % a pisek 50 %
slune¢niho zafeni. Rovnéz ve stinu jsme ¢astecné sluneCnimu zafeni vystaveni. Dokonce
1 pfes zamracenou oblohu pronikd 70-80 % zéteni. Samoziejmé, Ze nejlepsi ochranou pred
slunecnimi paprsky je nevystavovat se jim, resp. jen v takové mife a v takovou denni dobu,

aby k poskozeni kiize doslo jen minimalng. [10]

Ochranny faktor proti UVA sloZce zéafeni stanoveny metodou in vitro je oznacovan jako
UVA-PF. Metoda méfeni in vitro je zaloZena na méfeni transmitance UV zafeni prochdze-
jici tenkou vrstvou vzorku rozetfeného na zdrsnélém substratu pfed a po expozici kontro-
lovanou davkou simulovaného slune¢niho svétla z definovaného zdroje UV zareni. Vzhle-
dem k mnoha proménnym, které nemohou byt kontrolovany typickymi spektroskopickymi
technikami s tenkym filmem, je kazda sada transmisnich dat matematicky upravena, aby
poskytla hodnotu korelujici s hodnotou in vivo SPF, ktera byla stanovena in vivo testova-

nim metodou "Persistent Pigment Darkening". [44]

Latinsky vyraz ,.in vitro* mtiZzeme pielozit do CeStiny jako ,,ve skle* nebo ,,ve zkumavce*.
Pojem kultivace ,,in vitro* se pouziva v medicing, biologii a v ptibuznych oborech pro or-
ganismy péstované v umélych podminkdch ve zkumavkach ¢i jiném laboratornim skle

(napt. Petriho miskach) — ne vSak na Zivé tkani.

Prace byla zaméfena na stanoveni ochranného slune¢niho faktoru (SPF) a UVA-PF meto-
dou in vitro podle metodiky uvedené v ndvodech vydanych sdruzenim COLIPA. COLIPA
(European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association) je evropské sdruzeni vyrobctu
kosmetickych a toaletnich prostfedkli zabyvajici se kosmetickymi vyrobky jiZ od roku
1962. Sklada se z 16 vyznamnych mezinarodnich spole¢nosti a z 25 aktivnich ndrodnich
asociaci. Jeji ¢lenové pracuji na vyvoji novych, bezpecnych a efektivnich kosmetickych
prostiedkt. Jejich poslanim je splnéni spottebitelské touhy po novych a lepSich vyrobcich

a poskytovani uzitecnych a ucelenych informaci o kosmetickych vyrobcich. [14]
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANATOMIE KUZE

Kuze (Cutis, Dermis) je nejvétsi a nejvSestrannéjsi organ lidského téla. [1] Ma hmotnost
15-20 kg (v&etn& podkozi) a plochu 1,5-2 m? [2] KiZe je v podstaté 1- 4 mm tlusté vrstva,
tvotici ochranny pokryv téla. [3] Tloustka miiZe kolisat v zavislosti na véku, pohlavi, vyzi-

v¢ a pfedevs§im na anatomické lokalizaci. [2]

KoZni tkan se skldda ze 3 zdkladnich ¢asti zndzornénych na Obr. 1:
e epidermis (pokozka) - rohovéjici vrstevnaty dlazdicovy epitel
e dermis (corium, S$kara) — vrstva tuhého vaziva
¢ podkoZni vazivo (tela subcutanea, subcutis, hypodermis)
Diéle jsou v kuzi pfitomna kozni adnexa dvojiho druhu: Zldzova (potni a mazové Zlazy)

a keratinizovand (vlasy a nehty). [2], [3]

epidermis

dermis

podkozni vazivo

Obr. 1 Rez kazi [30]
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1.1 Epidermis (pokozka)

Ve

Epidermis tvofi vnéjsi ¢ast kize. [29] Je tvofend mnohovrstevnym dlaZdicovym epitelem,
jehoz buiiky, keranocyty, smérem k povrchu postupné ztraceji jadro, rohovéji a pribeézné
se odlucuji v podobé jemnych Supinek. Tento proces vyzravani (diferenciace, keratinizace)
trva v normalni kizi asi 4 tydny a jejim vysledkem je vodé odolny protein keratin a tukové

latky, které jsou soucasti ochranného bariérového komplexu.

Epidermis se skldda z péti vrstev, které od Skary smérem k povrchu nésleduji v poradi:
stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corne-

um. [2],[3]

1.1.1 Zakladni vrstva (stratum basale, stratum cylindricum)

Stratum basale je tvofeno jednou vrstvou kubickych az cylindrickych bun€k s velkymi ja-
dry a jemnymi tonofilamenty cytoeratinu. Bune¢né elementy jsou propojeny navzajem pro-
sttednictvim desmozomil a fixovany k bazdlni membrané pomoci semidesmozomt, coz
jsou specializovana ztlus$téni bunééné membrany. Asi 5-10% bunék bazalni vrstvy tvoii
dendritické melanocyty. Zde syntetizovany pigment melanin je pfedavan okolnim bunkdm

a slouZzi k ochrané pted ultrafialovym zafenim. [2], [3]

1.1.2 Ostnita vrstva (stratum spinosum)

Stratum spinosum je dalSi soucdst epidermis. [3] Tvofi nékolik vrstev polygondlnich bu-
nek, které se smérem k povrchu zplostuji. Vyznamnou soucdsti cytoplazmy téchto bunck je
husta sit’ keratinovych tonofibril a Odlandova téliska (keratinozomy) s obsahem polysacha-
ridd, steroll, lipida a hydrolytickych enzymt s dilezitou dlohou v procesu keratinizace. V
této vrstveé se nalézaji 1 dendritické Langerhansovy buniky, vyznamné pro imunitni déje v
ktzi. [2] Mohutnost stratum spinosum, tj. pocet bunéénych vrstev, zavisi na typu ktze.
Zatimco u ochlupené kiiZe je ostnitd vrstva pomérn¢ tenkd, dosahuje u lysé kiize dvoj- az
trojnasobné tloustky a je tvofena 8 az 12 vrstvami. Jako pravidlo se uvadi, Ze bunécnych
vrstev je u lysé klize vzdy tolik, aby zarovnaly nerovnosti zptisobené prinikem dermdlnich

papil do pokozky. [3]

Stratum spinosum spolu se stratum basale zajiStuje fyziologickou obnovu a dopliiovani

odlupujicich se bun¢k pokozky. Soudi se, Ze obméena keranocyti trva 15 az 30 dnt. [3]
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1.1.3 Zrnita vrstva (stratum granulosum)

Stratum granulosum je charakterizovano 1-3 fadami oploStélych bun€k s centrdlné uloze-
nymi jadry. Keratinozomy se vyprazdnuji do interceluldrniho prostoru a jsou zdrojem epi-

dermélnich lipidQ. Jadra bunék jiz degeneruji. [2]

1.1.4 Svétla vrstva (stratum lucidum)

Stratum lucidum je tenkd vrstva jasnych bunék, je vyraznéji vyvinutd jen na dlanich

cr v s

a ploskéch. [2] Bunky neobsahuji Zddné bunécné organely. [3]

1.1.5 Rohova vrstva (stratum corneum)

Stratum corneum nema jiz bunéény charakter a skldda se z oplostélych a té€sn¢ k sob¢ pfi-
loZenych zrohovélych Supinek, ekvivalentti to zaniklych bun¢k. [3] Korneocyty se ve formé
rohovych lamel trvale odlucuji na koZnim povrchu, coz zajiStuje samocistici schopnost
kaze. [2] Tloustka rohové vrstvy je proménliva a zavisi na funkci a oblasti téla. Nefyziolo-
gickou deskvamaci rohové vrstvy v podobé souvislych lamel zplsobuji napt. nadmérné
slunéni (UV zéfeni), popaleniny nebo opafeniny a akutni mechanické naméhani kiiZe (otla-

ky). [3]

T T e e Stratum corneum

Stratum granulosum

? . Stratum spinosum

Stratum basale

melanocyt Cep epidermis

e Ll

Obr. 2 Schéma epidermis [2]
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1.1.6 Melanocyty

Melanocyty syntetizuji ¢ernohnédy pigment melanin (polymer eumelanin). Maji drobnéjsi
zaoblené télo, ze kterého vybihaji mezi keratinocyty zarodecné vrstvy dlouhé a vétvici se
vyb&zky. Bunky syntetizujici melanin se nazyvaji melanocyty. Melanin je syntetizovan
v organeldch zvanych melanosomy, které vznikaji odStépovanim z Golgiho aparitu. Mela-
nosomy s hotovym pigmentem putuji z bunécného téla do jeho vybézki a jejich prostied-

nictvim az do keratinocytu.

V keratinocytech se melaninova zrna shromaZzd’uji nad bunéénymi jadry ve formé¢ pigmen-
tovych cepicek a chrani je pred ucinky UV zéafeni. U bilé rasy maji pigmentové Cepicky
pouze keratinocyty stratum basale, zatimco u barevnych a silné pigmentovanych ras jsou i
nad jadry keratinocytll ve stratum spinosum a zbytky melaninu lze nalézt dokonce i v odlu-

pujicich se Supinkédch rohové vrstvy.

Opotfebované melanocyty jsou postupn¢ vysouvany ze stratum basale a odlupuji se spolec-
n¢ s buitkami rohové vrstvy. Jejich pocet je udrzovan mnoZenim melanocytll v aktivni fazi
melanogeneze.

Ztmavnuti epidermis vyvolané UV zafenim (tzv. opdleni) je zpiisobeno n¢kolika faktory:
pfesunem (migraci) melanocyti do povrchnéjSich vrstev, urychlenim syntézy melaninu

véetné jeho preddvani melanocyty keratinocytlim a tmavnutim melaninu, ktery keratinocyty

e, 0o

1.2 Dermis (Skira, corium)

Dermis spojuje pokozku s podkoznim vazivem. Podle télni krajiny je silnd 1-4 mm. Ve
Skare se rozliSuji dvé vrstvy: bezprostiedn€ pod epidermis lezici mékké, v papily vybihajici

stratum papillare a hloubéji ulozené, hutnéjsi, stratum reticulare. [3]

1.2.1 Papilarni vrstva (Stratum papillare)

Stratum papillare se vyznacuje tim, Ze proti pokozce vybihd v Cetné vybézky — koriové
papily. Je tvofeno fidkym kolagennim vazivem, obsahujicim hojnd elasticka vldkna, cetné
vazivové buiiky, krevni cévy a senzitivni nervova zakonceni. Kolagenni vldkna pevné pou-

taji Skdru k pokoZce. Tvar a vyska i uspofaddani koriovych papil souviseji s tloustkou po-
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kozky. Nizké a Siroké papily se vyskytuji v klizi tenkého typu, zatimco vyssi a Stihlejsi pa-
pily jsou typické pro kiZi tlustého typu.

Na dlanové stran¢ ruky a na plantarni stran¢ nohy vybiha stratum papillare proti epidermis
v podobé vazivovych hran, které se oznacuji jako koriové listy. Koriovym liStdm na po-
vrchu pokozky odpovidaji hmatové listy, odd€lené ryhami. Pribéh obou list je u kazdého

jedince origindlni a v prib¢hu Zivota neménny. [3]

1.2.2 Sitovita vrstva (Stratum reticulare)

Sitovitd vrstva Skdry je vzdy silngj$i neZ papilarni vrstva a sklddd se hustého kolagenniho

vaziva. Celd vrstva je protkdna siti elastickych vldken, které ji dodavaji pruznost. [3]

1.3 Podkozni vazivo (Tela subcutanea, hypodermis)

PodkoZni vazivo zajiSt'uje spojeni kiize s podkladem (napft. svalovymi vlakny). Podle stavu
vyzivy a télni oblasti mlize obsahovat tukové lallicky nebo souvislé polStafe sloZené
z tukovych bunék. SlouZi jako zdsobdrna energie, maji tepelné izolacni funkci a tlumi me-

chanické nérazy.

PodkoZni vazivo se nepovazuje vétSinou za soucast ktize. [3]
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2 UCINKY ULTRAFIALOVEHO ZARENI NA KUZI

2.1 Ultrafialové zareni

Na lidskou ktZzi dopada ultrafialové (UV), viditelné (VR, 400-760 nm) a infracervené
(IR, 760-3000 nm) zéfeni, jejichZ ucinky studuje fotodermatologie.

vvvvvv

nm. [4] Ultrafialové zafeni je elektromagnetické vinéni s vlnovymi délkami kratSimi nez
viditelné svétlo. [6] Konvenci je rozdéleno do 3 pasem — UVA, B, C. [4] Nicmén¢ rozsah

jednotlivych vlnovych délek se lisi v zdvislosti na zdroji.

V roce 1932 byl stanoven rozsah vlnovych délek pro UVA 400-315 nm, UVB 315-280 nm
a UVC 280-100 nm. V posledni dobé se uvadi vlnové délky pro UVA 400-320 nm,
UVB 320-290 nm a pro UVC 290-200 nm.

Rozhrani mezi UVB a UVC je 290 nm, pficemz UV zafeni kratSich vinovych délek se
nazemi s vyjimkou vysokych nadmoiskych vysek téméf nevyskytuje. Volba hodnoty
320 nm mezi UVB a UVA je casteCn€ rozporuplna. Pokroky v molekuldrnich vyzkumech
naznacuji, Ze rozhrani 330-340 nm muze byt vhodnéjsi. Z tohoto diivodu je UVA v posled-

ni dob¢ dale d€leno na UVA I (340 - 400 nm) a UVA II (320-340 nm). [21]

Pasmo UVC (200-290 nm) [21] se nékdy nazyva germicidni [5]. Kratka vinova délka (254
nm) je povazovdana za dezinfek¢ni. UV zafeni v rozsahu 250-260 nm je pro organismy smr-
tici [22] Pouziva se k prostorové dezinfekci operacnich salt, laboratoii atd. Je absorbovano

ozénovou vrstvou a na zemsky povrch nedopada. [6]

Pasmo UVB (290-320 nm) [21] UVB zifeni je Skodliva slozka slune¢niho svétla, ktera
poskozuje vSechny formy Zivota [22]. Je biologicky velmi ucinnym vyvolavatelem erytému
i pigmentace v ozarené klizi a pouziva se také v dermatologické fototerapii. [5] Po ozafeni
UVB paprsky dochdzi ke z€ervenani kiiZe a poptipadé k tvorbé zanétu aZ puchyiii. Po ode-

znéni téchto projevi klize zhnédne a toto zhnédnuti ma trvalejsi povahu. [24]

Pasmo UVA (320-400 nm) [21] se pouZiva zejména v soldriiich, dermatologické fototera-
pii. Vyvolava pigmentaci, méné¢ Casto erytém. Pronika hloubéji do kize, miiZe tedy ovliv-
nit vice struktury v koriu. [5] Dostate¢nd ddvka UV A vyvolavd zhnédnuti kiize, které vzni-

ka nedlouho po ozéfeni, avSak pretrvava jen kratkou dobu. [24]
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Kromé UVC zéieni 0z6n absorbuje i velkou ¢ast UVB zareni, coZ znamend, Ze UV zafeni

na Zemi je tvofeno prevazné UVA (90 — 99%) a malou ¢asti UVB (1 — 10%). [6]

Viditelné zaieni (400-760 nm) piedstavuje asi 50% slunec¢niho zafeni. Mimo nékteré fo-

todematézy zatim nejsou popisovany jeho Skodlivé ucinky na kizi. PouZiva se k 1é¢bé no-
vorozenecké Zloutenky, sezonnich afektivnich poruch (depresi) v psychiatrii a noveé i ve

fotodynamické 1éCbe.

Infracervené zaieni (760-3000 nm) tvoii 45% energie slune¢niho zareni. Pronikad hluboko

do kiiZe a zptisobuje jeji prehrati.
Slunec¢ni ozareni vyvolava na kizi celou fadu biologickych efektl, které jsou jak uzitecné,

tak Skodlivé. [5]

Itrafialoveé viditelné infracervené

200 290 320 400 760 3000

vinova delka (nm)

Obr. 3 Typy zdtent [42]

2.2 Prunik UV zareni do kuze

Slune¢ni paprsky dopadajici na kozni povrch obsahuji zafeni UVB, UVA, VR i IR. Se
ztencovanim stratosférické ozonové vrstvy se muze vyskytnout i UVC zafeni, které se v
minulosti vyskytovalo jen ve stratosfére.

Pfi dopadu na koZni povrch je Cast paprskii pfimo odrazena, zbytek pronikd do kuze
a v jednotlivych jejich vrstvich se ¢ast paprskii odrdzi a ¢ast je absorbovédna. Prinik pa-
prsku je zavisly na jeho vlnové délce. Absorpce energie je zprostiedkovana chemickymi

latkami, chromofory, které jsou vSak schopny pohltit jen zéfeni o urcité vinové délce, Ce-

muz odpovidd jejich absorpcni spektrum. Atomy chromoforu ptechdzeji prostfednictvim
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energie zareni ze zdkladniho energetického stavu do stavu excitovaného. Absorbovani
energie je pak zdrojem vsech fotobiologickych pochodd odehrdvajicich se v kiizi. Vlivem
pusobeni zafeni nastdvaji v kizi podle intenzity ptusobicich paprskli, odolnosti kiize (dané

typem klize) a doby, po kterou se pochody odehrdvaji, akutni nebo chronické zmény. [27]

poéatecni zareni

pfimy odraz

odraz v pokozce
odraz ve skare
rohova vrstva Pk
<« \

10-20 pm

pohlceno

FﬂEPW'\?nb, pokozkou

pokoZka o
40-150 pm

skara «—
1000-4000 pm
pohlceno skarou

Obr. 4 Pranik UV zafeni do kuze [27]

Slune¢ni zafeni pronikd do kiiZe bélocha vice neZ u kiZe pigmentované. Prinik zdleZi
na vlnové délce a absorpci chromofory (napi. hnédym pigmentem — melaninem). MnoZstvi

energie pohlcené v jednotlivych vrstvach ktize je patné z Obr. 5. [27]

200 300400 550 750 1000 1400 nm

T T T T

wrshva rohowd

Obr. 5 Penetrace zareni do kiize [27]
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Ultrafialové zafeni mize na kizi vyvoldvat dva druhy G¢inka:
a) ¢asné (radiacn€ zprostfedkovany zanét, opaleni, imunologické zmény atd.)

b) pozdni (starnuti kiize, fotokancerogeneze) [4]
2.3 Casny typ uéinkd

2.3.1 Radia¢né podminény zanét

Absorpce ultrafialového zafeni bilkovinami a DNA ktiZze mé za ndsledek vznik molekular-
niho a bunécného poskozeni, spojeného s poruchou tkanovych funkci a zanétem. Pfiznaky
zanétu, tzn. erytém, otok, péleni a bolest, nastdvaji spolu s poruchami funkce v prib¢hu

n¢kolika hodin, nejvys dnd.

Erytemogenni je pfevdzné¢ UVB-zéfeni vlnové délky kolem 300 nm. Pokud jde o subjek-
tivni pocity, pak nejintenzivngj$i pdleni nastavd po expozici UVB-radiaci vinové délky
307,5 nm. Minimaln{ erytémova davka UVB-zafeni je zavisla na objektivnich podminkéch,

charakteru zéfiCe, stavu kiiZe a individudlnich vlastnostech ozéatené osoby. [4]

Zanétlivy erytém je nejndpadnéjsi akutni kozni odpovéd’ na UV ozdfeni u bilé populace a
je spojen s jinymi klasickymi zndmkami zanétu, jako je zvySend teplota, bolest a otok. Ery-
tém se objevi, kdyZ se zvySi objem krve v povrchovych a hlubokych pletenich koria
v pruméru o 38% nad normdlni droven. Protoze se d4 pomérné¢ dobie zaznamendvat, je

erytém dobrym meéfitkem fotobiologickych dé&ji v kazi. [5]

2.3.2 Opaleni

UV zifeni zplisobuje zvySeni pigmentace kiZze, k némuz dochézi ve dvou rozdilnych fa-

zich. [5]

2.3.2.1 Casné pigmentaéni ztmavnuti (IPD - immediate pigment darkening)

IPD je rychlé ztmavnuti kiize, které za¢ind béhem UV ozdfeni a je maximalni bezprostied-
n¢ po ném. Podstatou tohoto procesu je fotooxidativné zprostiedkované ztmavnuti prefor-
movaného melaninu a jeho pfenos z melanocytli do keratinocytd. IPD po slabé expozici
mizi za nékolik minut, po velkych davkach zafeni mize pretrvavat nékolik dni a smisit se s

JiZ vytvarenou pozdni pigmentaci. Nebrani ani pozd€jSimu vzniku zanétlivého erytému, i
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kdyZ melaninové ,,Cepicky* nad jadry epidermdlnich bunék do jisté miry chrani citlivejsi

intracelularni struktury. [4], [5]

2.3.2.2 Pozdni pigmentace (PPD - persistent pigment darkening)

Pozdni pigmentace vyvoland expozici UV je vysledkem zvySené tvorby nového melaninu

a je patrnd asi za 72 hodin. Pozdni typ opaleni je trvalejsi a udrZuje se po dny i tydny.

Pozdni opdleni vyzaduje vytvofeni nového melaninu v melanocytech a jeho transfer do
keratinocytll. ZvétSuje se pritom velikost, méni tvar a stoupd i enzymova aktivita melano-
cytd, aktivuji se klidové melanocyty a vytvéreji nové v diferenciacnich pochodech jejich

bunécnych prekurzora. [4], [5]

2.3.3 Imunologické zmény

Kt@ze md svlij vlastni imunitni systém. Jeho soucdsti jsou keratinocyty, Langerhansovy
buniky, specidlni typ T-lymfocytl a endotelidlni buniky, které umoziuji aktivovanym lym-

focytiim prestup z krve do kiiZe. [5]

Vsechna tii pasma ultrafialového zaieni vyvoldvaji na ki0zi i pfi nizkych davkach radiace

poskozeni Langerhansovych buné€k a ovlivnéni jejich funkce.[4]

2.3.4 Hyperplazie kiize

Hyperplastické zmény, trvajici i nékolik mésicii, pfichdzeji béZné po UVB -, ne vSak po
UV A-radiaci. Tyto zmény jsou nasledkem urychleni syntézy DNA, RNA a bilkovin s mno-
hondsobnym zvySenim mitotické aktivity keratinocytil, nastavajici po jejim kratkodobém
sniZzeni. Epidermis i korium se ztlustuji az ¢tyfndsobné, coz piindsi vyznamny vzrust foto-
protektivni schopnosti kiize. Hyperplazie se ve svych fotoprotektivnich vlastnostech vy-

znamn¢ uplatiiuje zejména u osob svétlé pleti, kde vEtsi opaleni nenastava. [4]

2.3.5 Syntéza vitaminu D

KiZe je po jaterni tkdni nejvyznamnéjSim mistem tvorby cholesterolu. Derivét této slouce-
niny 7-dehydrocholesterol (Obr. 6) se méni v provitamin D3 pfevdzné v epidermis. Po de-
karboxylaci a izomerizaci se metabolizuje ve vitamin D3, ktery je transportovan do ob¢hu

po vazbé na specifické proteiny. [4]
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Obr. 6 Vzorec: 7-dehydrocholesterol [33]
Studie na zvitatech ukazuji, Ze nizky pfijem vitaminu D je spojen s onemocnénim jako je
kiivice, ubytek kostni hmoty, roztrousend skleréza, hypertenze, rakovina prsu, prostaty,

tlustého stfeva, diabetes a schizofrenie. [25]

2.4 Pozdni typ Gcinki

2.4.1 Starnuti kiiZe (Photoageing)

Starnuti kiiZe je slozity biologicky jev, ktery se sklddd ze dvou ¢ésti. Je to vnitini starnuti,
které je do zna¢né miry geneticky podminéné, a vn&jsi starnuti, které je zptisobené vlivy
Zivotniho prostiedi, pfedev§im UV svétlem. Vnéjsi starnuti, Castéji nazyvané photoageing,
zahrnuje zmény v oblasti bunééné biosyntetické Cinnosti, ale vede také k poSkozeni koZni

matrix. [25]

Obr. 7 Poskozeni kiiZe po nadmérném slunéni [5]
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Photoageing je jev nastavajici vlivem kumulujiciho se poSkozeni DNA, vyvoldvaného opa-
kovanou expozici slunci, eventudlné i umélym UV-zafi¢im. Pfitom epidermis je poskozo-

vana prevazn¢ UVB-paprsky, dermis jak UVB -, tak i UV A-paprsky. [4]

Na kiZi se projevuje ztratou elasticity, postupnym vznikem hlubokych vrasek, suchosti
adrsnosti kiize, Zloutnutim, nepravidelnou pigmentaci, piipadné¢ i vznikem komedont

(Obr. 7). [4], [25]

2.4.2 Fotokarcinogeneze

Jak UVB, tak v menS$i mife i UV A-radiace vyvoldvaji vznik aktinickych kerat6z a nemela-
nomovych zhoubnych koznich nddort, bazaliomu a spinaliomu. V mens$i mife to plati i pro
maligni melanom. Zodpovidaji za to patrné¢ zmény DNA spocivajici v chybné opravé jejiho

poskozeni zpisobeného zaifenim, spolecné¢ s poruchou imunitnich funkci.

2.5 Obecné shrnuti u¢inka

Pozitivni Géinky UV

= syntéza vitaminu D a produkce melaninu
* miZeme sem zafadit i vliv na psychiku, protoze mnoho opalenych lidi si pfipada atrak-
tivni

Akutni dcinek UV

= otoky, spaleni pokozky, predCasné starnuti, piipadné olupovani kiize po spaleni

Chronicky acinek UV

= povoleni podkozniho vaziva, suchost kiiZe, pigmentové skvrny, tvorba vrasek, predcas-

né starnuti kize a celého organismu, & karcinomy [6]
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3 FOTOPROTEKCE

Fotoprotekce je ochrana pted plisobenim zéieni, zejména ultrafialového. K zevni ochrané
se pouZzivaji sunscreeny, endogenn¢ se pouziva napi. beta-karoten. Bézn¢ se fotoprotekce

pouZzivé jako ochrana pti opalovani, zdsadni vyznam pak ma4 pii fotodermatézach.

3.1 Principy prirozené fotoprotekce

Lidské kiize vykazuje urcité rasové odchylky, které se projevuji zejména odliSnou barvou.
Barva kuze je urCena piedevSim obsahem melaninu a jeho distribuci v epidermis. Tato
vlastnost kiize je zfejm¢e vysledkem dlouhodobého fylogenetického vyvoje (Cernd kize je
prizpisobena podminkdm tropického pdsma, bild kiize naopak nizké intenzité¢ slunecniho
zéfeni v oblastech mirného pdsma) a je kazdému jedinci geneticky déna. Fakultativni koZni

barva je potom ztmavnuti kize jako odpovéd’ na UV ozéfeni a je taktéZ geneticky dana.

Podle tendence ke zrudnuti a schopnosti ztmavnout miZeme rozd¢lit lidi do tzv. koZnich

fototypu (Tab. 1).

Tab. 1 Ptehled fototypa [37]

MY

Modré/ zelené/ oriskove hnédé oci
Vlasy blond/ hnédd/ zrzava

o Charakteristika Reakce kuiZze na slunce*
fototyp
Bled4 kuze Velmi citliva
I Pihy Vzdy se spali

Nikdy nepigmentuje

Svétla kize

Snadno se spali

1 Modré/ zelené oci N¢kdy slabé pigmentuje
I Tmavsi bild ktize ncékdy se opali do Cervena
Vzdy pigmentuje (do svétle hnéda)
Svétle hnéda kiize Spéli se minimalné
v velmi dobie pigmentuje (az do stfedné& hné-
da)
Hnéda kize Ziidka se spdli
\Y% . .
Dobfe pigmentuje
VI | Tmavé hnédd/ ernd kiize Nikdy se nespdlf

Velmi dobie pigmentujei

Kazdému koZnimu fototypu odpovidd primérnd minimélni erytémova davka (MED),

tzn. takova davka svételného zareni, kterd je schopna na kizi vyvolat zietelny erytém pii
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hodnoceni za 24 hodin po ozéfeni. [5] Ochranny faktor (SPF) daného prostiedku ke slunéni

pak vyjadiuje nasobek casu, o ktery oddalime vyvoléani erytému (Tab. 2).

Tab. 2 Hodnoty slune¢niho ochranného faktoru (SPF) doporucené pro jednotlivé

fototypy kuiZe pfi prvnim opalovéni [11]

Kozni fototyp
UV-index* L IL 1L IV.
1-3 SPF 15 SPF 10 SPF 5 i
4-6 SPF 25 SPF 20 SPF 10 SPF'5
7.9 SPF 40 SPF 30 SPF 20 SPF 15
10 a vice SPF 50 SPF 40 SPF 30 SPF 20

* UV-Index je mezindrodné¢ standardizovana bezrozménd veli€ina, kterd vyjadiuje

efekt ultrafialového zareni na lidské zdravi. [45]

Zékladni obranné mechanismy lidské ktize zahrnuji nékolik slozek, z nichZ nejvetsi vy-

znam ma tloustka rohové vrstvy a melaninova pigmentace.

Keratinizace vede k vytvofeni kompaktni soudrzné vrstvy z rohovych bun¢k (stratum cor-
neum) rtizné tloustky (15-50 pum ¢i vice), kterd obsahuje proteiny absorbujici UV zatfeni
(keratinové aminokyseliny: histidin, tyrosin, tryptofan atd.). Rohova vrstva neabsorbuje
a neodrdZi jen dopadajici UV zdfeni, ale také oslabuje jeho rozptyl. Na disulfidické mustky
bohaty keratin umoZiiuje dobrou absorpci 290-320 nm, kterd je vyznamnd zv1asté u osob
s vitiligem a u albinti. Napf. rohova vrstva na dlanich m4 tak silnou ochrannou schopnost,

Ze k vyvolani erytému je potfeba 15-20 ndsobku MED.

Melaninové pigmentace - melanozomy pfitomné v epidermis nejenze absorbuji UV zate-
ni, ale také oslabuji zafeni rozptylem. Melanin funguje také jako lapa¢ volnych radikald,
které vznikaji v kiizi po UV ozéfeni, a jako opticky filtr, ktery chrani jadernou DNA kera-

tinocytil , stejné tak i dermdlni proteiny, kolagen a elastin, pfed UV poskozenim.[5]
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3.2 Fotoprotektivni prostiedky k zevnimu pouziti

Prvni prostfedek na ochranu pied pisobenim slune¢niho zéfeni, ktery se na trhu objevil jiz
zaCatkem 20. let, byl v riiznych obménach vyrdbén a prodavan do 60. let, kdy jej nahradila
kyselina paraaminobenzoova, kterd jiZ na seznamu UV filtri povolenych k pouZiti v kos-

metickych prostfedcich nefiguruje. [4], [46]

Fotoprotektivni faktor

K objektivnimu posouzeni fotoprotektivni Gcinnosti téchto preparétii zacalo byt uzivano
stanoveni jejich tzv. fotoprotektivniho faktoru podle navrhu rakouského dermatologa Grei-
thera. Faktor byl uveden ¢islem a vyjadfoval kvocient minimdlnich erytémovych davek
na kliZi s nanesenym prepardtem a bez n¢j. Zdrojem zafeni bylo ptivodn¢ pfirozené slunce,
pozdé&ji pak rizné umélé zarice emitujici radiaci pAsma UVB.

Fotoprotektivni faktor tedy udavéd, kolikrat déle 1ze vystavit kiiZi s nanesenym ochrannym
prostiedkem slunci, aniz by doslo k vzniku erytému. [4] Stanoveni fotoprotektivniho fakto-
ru je upraveno v Doporuceni Komise 2006/647/ES, kde je mozné nalézt odkaz na metodu,
kterou v roce 2006 publikovala COLIPA. Tato metoda je zdvazna pro ¢lenské staty EU.
[43]

Protektivni prostiedky

Vv s

Logickd uvaha vedla pochopitelné€ k snaze o vyvinuti i¢inné&jSich protektivnich prostiedkd,
které by potencovaly vliv piirozené pigmentace. Cesta se ubirala jednak smérem k vyvoji
chemickych, jednak fyzikdlnich UV-filtri. Prvné jmenované piisobi pomoci absorpce UV-
zéteni, druhé blokuji prinik zafeni kazi tim, Ze zvySuji jeji reflexni Gcinnost, rozptyluji
dopadajici svétlo a z€asti ho 1 absorbuji. Kromé schopnosti chemickym nebo fyzikdlnim
zpusobem omezovat Skodlivé ptsobeni soldrni radiace musi jednotlivé fotoprotektivni pro-

sttedky byt navic rezistentni proti smyvéni (byt tzv. ,,vodéodolné*).

Galenické formy prostifedkl ke slunéni jsou velmi pestré a jedna se jak o emulze typu voda
v oleji nebo olej ve vodé, tak i o oleje, hydrogely, lipogely, vodné a alkoholové roztoky
a spreje. Velmi pfiznivé v tomto sméru piisobi zejména piitomnost polyakrylamidt, odpu-

zujicich vodu a vodné roztoky.

Novéji se objevuji jako nosice fotoprotektivnich ingredienci lipozomy tvorené nékolika

vrstvami dvojitych fosfolipidovych membran kolem vezikul o malém rozméru. Tyto mem-
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brany jsou podobné piirozenym biomembrandm a lipozomy maji proto znac¢nou afinitu
k rohové vrstvé. Jsou pfitom schopny inkorporovat fotoprotektivni ingredienci do stratum

corneum a zabezpecit tak jeji delsi pasobeni a vétsi vodéodolnost.

Sunscreeny (fotoprotektiva) jsou latky, které ochranuji strukturu a funkci lidské kize
pred UV poskozenim. PiestoZe v USA jsou povazovany za léky a vztahuji se na n¢ piisné
predpisy FDA, v Evropé jsou fazeny mezi kosmetické prostfedky. [5] Filtry ultrafialového
zéeni muzeme podle jejich tcinku rozdélit do tif skupin. UV filtry G¢inné pro UVB oblast
zéteni, pro UVA oblast zdfeni a Sirokopasmové UV flitry, které pokryvaji UVB i UVA
oblast slunecniho spektra. VétsSina UV filtrii na pozitivnim seznamu vyhl. ¢. 448/2009 Sb.,
pokryva UVB oblast zafeni, filtrGi pro UVA oblast zdfeni a Sirokopdsmovych filtrii je men-
Sina.

Podle mechanizmu piisobeni své aktivni sloZky se vétSinou rozd€luji na:

* chemické suncreeny (absorbéry, filtry)

= fyzikalni sunscreeny (blokatory, opony) [6]

Chemické sunscreeny se vlastné chovaji jako fotosenzitivni (latky, které zptsobuji po-
draZzdéni v souvislosti se svétlem, ev. ultrafialovym zatenim. [7]), nebot’ absorbuji speci-
fické fotony UV-zéieni. JelikoZ se vSak tato absorpce déje v rohové vrstve, kde jiz nejsou

ptitomny Zivé bunky, plisobi tyto prostiedky fotoprotektivné. [4]

3.2.1 Sunscreeny chemické povahy

Sunscreeny chemické povahy maji selektivni aktivitu v riiznych oblastech absorp¢niho
spektra. Z toho vyplyva i omezend pusobnost fotoprotektivnich prostiedkli pii pouziti u

fotodermatdz, majicich své akéni spektrum v UV A-oblasti.

Prostfedky na ochranu proti slune¢nimu zareni by mély poskytovat ochranu nejen proti
UVB slozce zéteni, kterd navozuje akutni soldrni zédnét ve formé tzv. "spéleni kize", ale
i proti UVA radiaci. Pfi expozici UVA slozce zafeni obdobny varovny signdl v podobé¢
zanétu (zarudnuti) kaze chybi. Tato skutecnost vyvoldvd nc¢kdy diskuse, Ze aplikace
ochrannych prostfedka s pfevazujicim obsahem UVB filtrti, ale nedostatenym obsahem

UVA, filtrd miiZe k rakovin¢ kiZe spiSe pfispivat, nez pied rakovinou chrénit.

Dalsi problém tkvi v tom, Ze pfi pouZiti takovychto prostiedkl se sice zabrani vzniku ery-

tému, evokovaného paprsky pdsma UVB, ale ozafovany nepoznd, Ze se vystavuje nadmér-
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né UV A-radiaci, kterd je jen malo erytémogenni. Ze schopnosti UV A-radiace penetrovat
hloubéji do kiiZze vyplyva skutecnost, Ze je toto zdfeni zachycovdno a absorbovdno vice

chromofory, majicimi nasledné onkogenni a imunogenni vlastnosti. [38]

3.2.1.1 UVB sunscreeny

Pres velké mnoZstvi riznych chemickych sloucenin schopnych blokovat slune¢ni zafeni

v této spektralni oblasti je to prakticky jen malo prostfedki, které se pouzivaji béZn¢.
Patii mezi né:

3.2.1.1.1 Ethylhexyl methoxycinnamate

Ethylhexyl methoxycinnamate je nejcastéji pouzivanou slozkou opalovacich krémii, avSak
vyzaduje piitomnost dalSich UVB blokatora v receptufe pro dosazeni vyssitho SPF konec-

ného vyrobku. [16]

3.2.1.1.2 3-Benzylidene camphor

3-Benzylidene camphor je lipofilni UVB filtr, ktery se pouziva v koncentracich do 2%.

[40], [41]

3.2.1.1.3 Octocrylene

Octocrylene (2-Cyano-3,3-diphenyl acrylic acid, 2-ethylhexyl ester) je chemicky piibuzny
cinamatim. MuzZe byt pouzit k posileni SPF a ke zlepSeni odolnosti proti vod¢ v daném
sloZeni. Octocrylen je fotostabilni a muze zlepsit fotostabilitu jinych ochrannych prostied-

kit proti slune¢nimu zafeni. Je vSak velmi drahy.

3.2.1.1.4 Phenylbenzimidazole sulfonic acid

Phenylbenzimidazole sulfonic acid (Ensulizole) je ve vodé rozpustny UVB absorbér, ktery
muze byt pouZit ve vodnich fazich emulznich systémi, na rozdil od vétSiny v oleji rozpust-
nych slozek opalovacich krémii. UmoZnuje méné mastny vzhled, je pifijemny na dotek
a umoziuje denni pouzivéani. Ensulizole zvySuje SPF organickych a anorganickych sunsce-

entl. Vzhledem ke své rozpustnosti ve vodé miZe byt také pouZit v gelech.

3.2.1.1.5 Ethylhexvl triazone

Ethylhexyl triazone (T Uvinul 150) je UVB absorbér s absorpénim maximem 314 nm. [17]
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3.2.1.2 UVA-sunscreeny

Filtry na ochranu proti UVA slozce zafeni predstavuji zejména benzophenony a butyl
methoxydibenzoylmethane. Jejich nevyhodou je jednak nestdlost, jednak schopnost zpliso-
bovat kontaktni fotoalergické reakce. Vedlejsi reakce, at’ jiz kontaktni iritacni nebo aler-
gickou dermatitidu nebo reakce fototoxické ¢i fotoalergické, mohou ovSem zpusobovat i
dalsi slozky zdkladu prostfedkl ke slunéni, jako jsou parfémy, konzervacni latky nebo sta-

bilizitory.

3.2.1.2.1 Benzophenone-3

PtestoZe benzophenone-3 absorbuje nejefektivnéji v rozsahu UVB, absorpce zasahuje 1 do
oblasti UVA. Oxybenzone je doddvan v pevné form¢ a ma Spatnou rozpustnost. Sulisoben-
zon nebo benzophenone-4 jsou rozpustné ve vodé, ale jsou pon€kud nestabilni a proto se

pouzivaji méné Casto.

3.2.1.2.2 Butyl methoxydibenzoylmethane

Butyl methoxydibenzoylmethane (Avobenzone, zndmy také jako Parsol 1789) absorbuje

vlnové délky od 320nm do 400 nm (v oblasti UVA). [14]

3.2.2 Fyzikalni sunscreeny

Jsou neprusvitné kapalné, olejovité nebo krémové substance, blokujici prichod slune¢niho
svétla prostfednictvim obsazenych pigmentd. Jejich efektivita pfitom zavisi na velikosti

pigmentovych ¢astic a sile vrstvy, v niZ jsou na kliZi naneseny. [4]

Fyzikalni sunscreeny odrazeji nebo rozptyluji ultrafialové zaieni. Novéjsi mikro-formy

fyzikalnich sunscreenti mohou také z ¢asti UV zafeni absorbovat. [19]

Jako fyzikdlni sunscreen se uziva oxid titanicity. Kryci schopnost je krom¢ shora uvede-
nych podminek zavisld na kvalité¢ suspenze a hustoté pigmentovych cCastic, individudlni
reflexni schopnosti té které latky, mife pfipadné absorpce a vinové délce zateni dopadajici-
ho na kiizi. Pii vysSich koncentracich pigmentti poskytuji tyto blokatory dostatecnou
ochranu jak vaci UV-paprskiim, tak i viditelnému a infracervenému zéteni. Jejich nevyho-

dou je kosmetickd nepfijatelnost pti aplikaci na vétsi koZni plochy, zejména na oblicej. [4]
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3.2.2.1 Oxid titanicity

TiO; byl prvni Siroce pouzivany mikropigment. Mezi jeho ptednosti patii Siroké spektrum
ochrany (UVA 1 UVB oblast) a minimdlni iritacni potencidl. Nov&js$i materidly jsou navr-
Zeny tak, aby se Castice rozptylily ve vode i v olejové fazi. Velikosti ¢astic a jednotnost
rozptylu jsou klicem k dosaZeni piislusné hodnoty SPF. Primdrni velikost ¢astic miZe byt
10 - 15 nm, stfedni aZ 100 nm. V recepturdch prostfedka ke slunéni se zpravidla pouziva
TiO; o velikosti ¢astic cca 80 nm. Velikost ¢astic vSak musi byt mensi neZ 200 nm pro do-
sazeni transparentnosti. Pfes pokroky v technologii a pochopeni téchto materidlli, ztstava
problémem sekundarni pigmentovy zbytek, ktery zplisobuje béleni. Pfidani dalSich pigmen-

td simulujicich barevné tény pleti mize ¢astecné bélici efekt maskovat.

,Ultrajemné* pigmenty, s ¢asticemi mensimi nez 100 nm, maji vétsi odrazeci a rozptylova-
ci schopnost pro slune¢ni svétlo ve viditelné oblasti, ptenesen¢ i v UVB-pasmu. Jejich po-
uzitim se 1ze vyhnout i nezddoucim kosmetickym problémim sunscreenii predeslé skupiny.
Z konkrétnich litek se mikronizovany oxid titanicity uplatituje pro fotoprotekci v pasmu
UVA/UVB a oxid zine¢naty v pasmu UVA-zireni. Viditelné ani infraCervené zaieni tyto
mikropigmenty nezachycuji. Mikropigmenty jsou dnes schopny samy docilovat ochranného
slunecniho faktoru 15 a vice. Tyto supermikronizované fyzikalni fotoprotektivni prostiedky
se doporucuji zejména pro fotoprotekci u malych déti. [4] Pro faktory vyssi nez SPF = 25
se v soucasné dobé pouzivaji kombinace chemickych a fyzikdlnich filtri, protoze samotna
TiO, by vysSich hodnot nedosédhla. PouZiti bioperzistentnich a nerozpustnych ingredienci

ve form¢ nano (mén¢ nez 100 nm) musi schvalovat v EU Védecky vybor pro bezpecnost

spotiebitele.

3.2.3 Kombinovana fotoprotekce

Vétsina zatim pouZivanych fotoprotektivnich prostfedkd predstavuje kombinaci chemic-

kych UVB a UVA-filtrii, Casto s ptfidavkem fyzikdlniho UV-blokétoru. [4]

Podle ochrany proti slune¢nimu se vyrobky fadi do 4 kategorii. Jednotlivé kategorii také

odpovida ochranny slunec¢ni faktor ( Tab. 3).
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Tab. 3 Kategorie prostfedkli na ochranu proti slune¢nimu zéafeni v€etné ochrannych

slune¢nich faktort [39]

Kategorie

uvedena

Ochranny slu-

neéni faktor

Naméieny

ochranny slu-

Doporuceny mi-

nimalni ochran-

Doporucena

minimalni

ochrana"

na vyrobku uvedeny na necni faktor ny faktor proti kriticka vl-
vyrobku UVA nova délka

"Nizka ochra- 6" 6-9.9 %
o
n \;"
na "10" 10- 14,9 a2
=
£
"15" 15-19,9 ‘g
=
"Stfedni ochra- o
"20" 20-249 5
nan a

=t =

n n q

25 25-29.9 = S
=)

% (ep]
"Vysoka ochra- 30 30-49.9 )é
=
na "50" 50 - 59,9 2
¥
=
N :
"Velmi vysokd =
"51 +" 60< '§
<
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4 STANOVENI UVA-PF METODOU IN VITRO

Kosmetické prostfedky chranici proti slunci maji stupeit ochrany pfed slune¢nim erytémem
oznacen faktorem ochrany proti slunci (SPF). Ponévadz je hodnota SPF ovlivnéna primar-
n¢ vlnovou délkou UVB, nemusi vZdy byt dostate¢nym ukazatelem ochrany proti vystaveni

zafeni UVA.

V poslednich letech byly Skodlivé ucinky vinovych délek UVA ve slune€nim zafeni hlou-
be&ji prokdzany. S timto zjiSténim narostla nejen poptavka po ochrané€ proti slunci, ktera by
snizovala u¢inek UVA zéfeni, ale také po testovaci metodé¢ méfeni stupné ochrany proti

UVA.

Pfi hledani dopliujici metody pro oddélené meéfeni schopnosti opalovaciho prostiedku
chrénit pted zafenim UV A bylo zjisténo, Ze metoda in vitro je nejvhodnéjsi, pokud by me-
toda korelovala s vysledky zjiSt€énymi metodou in vivo pro ur¢ovdni UVA ochrany na lid-
skych dobrovolnicich. Aby této korelace bylo dosazeno, do testovaci procedury se musela

zahrnout také jakdkoliv fotonestabilita u testovanych opalovacich vyrobki.

Stanoveni UVA-PF metodou in vitro se opird o rozsihlé , kruhové testy* (ring testing),
zahrnujici zkouSeni v fad€ laboratoii ve svété. Byla zjiSténa vyznamna korelace mezi vy-
sledky ziskanymi in vitro a UVA ochrannymi faktory (UVA-PF) stanovenymi na lidskych
dobrovolnicich pfi pouziti difve rozsifené metody in vivo, ,,Persistent Pigment Darkening*

(PPD). [44]

Evropskd komise ve svém Doporuceni z 22. zaii 2006 o dG¢innosti prostiedkil na ochranu
proti slune¢nimu zafeni (2006/247/EC) uvadi, Ze prosttedky s UVA/UVB ochranou musi
dosahovat hodnoty pro ochranu proti UVA sloZce zateni ve vysSi 1/3 z celkové hodnoty
SPF. Hodnoty lze zjistit metodou dle COLIPA (UVA-PF) in vivo nebo jinou metodou in
vitro poskytujici relevantni vysledky jako metoda ve skupiné dobrovolnik. Doporuc¢ena

minimalni kritickd vinova délka musi byt vyssi nez 370 nm.
Metoda byla vyvinuta a ovéfena primarné pro tekuté a emulzni opalovaci vyrobky.
Cilem této metody je stanovit vysi UVA ochrany opalovaciho piipravku metodou in vitro.

Tato metoda je zaloZena na méfeni transmitance UV zéfeni prochazejici tenkou vrstvou
vzorku rozetieného na zdrsnélém substratu pied a po expozici kontrolovanou davkou simu-

lovaného slunec¢niho svétla z definovaného zdroje UV zafeni. Vzhledem k mnoha promén-
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nym, které nemohou byt kontrolovany typickymi spektroskopickymi technikami s tenkym
filmem, je kazda sada transmisnich dat matematicky upravena, aby poskytla hodnotu kore-

lujici s hodnotou in vivo SPF, kterd byla stanovena in vivo testovanim.

4.1 Vymezeni pojmi

4.1.1 In vitro UVA ochranny faktor pied expozici UV zarenim (UVA-PF,)

Vyjadiuje ochrannou d¢innost opalovaciho ptipravku pred ozarenim.

Tento ochranny faktor je odvozen z transmisni kiivky neozafeného vzorku, je porovnin
s PPD akénim spektrem a se standardnim vystupnim spektrem UV A soldrniho simulétoru a

je provedena korekce k SPF stanovenému metodou in vivo (korekcni faktor “Co”).

4.1.2 In vitro ochranny slune¢ni faktor (SPF;, ,iy,)
Vyjadiuje ochrannou tcinnost opalovaciho piipravku pied zarudnutim zptisobenym davkou
UV zéreni, kterd je vypoctena z meéfeni transmitance in vitro, je statisticky porovnéna s
erytémovym ak¢nim spektrem a se standardnim vystupnim spektrem UV solarniho simula-
toru pouZzitého pro testovani vzorku, po korekci k SPF stanovenému metodou in vivo (ko-

rek¢énim faktorem “Co”).

4.1.3 Spektrum pusobeni, E(1) pro erytém nebo P(.) pro PPD
Vyjadiuje relativni efekt jednotlivych spektralnich pdsem zdroje expozice pro vytvoreni

fotobiologickych efektli pii kazdé vinové délce (L).
4.1.4 Prumérna monochromaticka absorpce A,
Absorbance opalovaciho piipravku pii vinové délce A je matematicky k transmitanci (Tyy:
Ay =-log (Ty) ey

Kde (T,) je frakce zareni, které projde nanesenou vrstvou opalovaciho piipravku.

4.1.5 Intenzita zareni
Vyjadrena jako pomér zafeni na jednotku plochy ( ve W m?) pro definovany rozsah vlno-
vych délek od 290 do 400 nm pro UVA + UVB zéafeni nebo od 320 do 400 nm pro UVA

zareni.

4.1.6 Spektralni zaieni I(1) pro SPF nebo PPD testovani

Vyjadiené jako pomér intenzity zafeni na jednotku vinové délky , I(A) v W m™ nm.
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4.1.7 Hodnota kritické vinové délky

Je jednou z charakteristik pro oznaceni ochrany pted UVA zifenim méfenou in vitro meto-

dou. M¢fi se v UVB a UVA oblasti spektra (290 — 400 nm)

Je vyjadiena vlnovou délkou, pod kterou se nachazi 90 % zafeni absorbovaného opalova-
cim piipravkem. Cim vy$§ je kritickd vlnovd délka ochranného opalovaciho
prostfedku, tim lepsi je ochrana pfed UVA ve vztahu k UVB zéafeni. Pokud je kritickd vl-
nova délka rovna nebo vyssi nezZ 370 nm, Ize hovofit o piipravku se Sirokym spektrem

ochrany (broad spectrum) — tj. vyvdzena ochrana v UVB a UVA spektru.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POPIS TESTOVANYCH VZORKU

Pro testovani byly vybrany vzorky s riznymi hodnotami SPF (od 15 do 50+) a riizné typy

emulzi. Jednotlivé vzorky jsou charakterizovany v Tab. 4.

Tab. 4 Charakteristika vybranych vzorka

Vzorek |SPF na obalu typ emulze obsah naplné cena *
Vi 15 mléko 200 ml 730 K¢
V2 mechanicky

15 rozprasovac 150 ml 350 K¢
v3 20 mléko 200 ml 160 K¢
vd 20 aerosol 150 ml 170 K¢
A 30 krém 50 ml 650 K&
Vvé 30 krém 75 ml -
V7 ) .

50+ krém 50 ml 290 K¢
V8 50+ mléko 200 ml 290 K¢

* Cena je pouze orientatni (cena vzorku €. 5 nebyla nalezena).
Pozn.: NanéaSeni bylo problematické zvlast€ u vzorku ¢.4 a vzorku €. 6.

Vzorek €. 4 (aerosol) musel byt pied nanesenim nastiikan do kadinky a ponechan pii poko-
jové teploté, aby byly odstranény hnaci plyny obsazené ve vzorku a byla méfena uc¢innost
vlastni emulze. Ziskany vzorek (kapalina) navic komplikoval nanaSeni, kdyZ samovoln¢

z jehly odkapdval a znemoznoval tak presné davkovani.

Vzorek €. 6 byl velmi tuhy krém. Komplikovany byl jak jeho odbér, tak i samotnd aplikace.
Nanaseni vzorku injek¢ni jehlou nebylo mozné, protoZe na desce ziistavaly veétsi kusy kré-

mu. Roztiratelnost krému také nebyla idedlni.

Vzorky byly vybirany i s ohledem na jejich ochranny faktor uvedeny na obalu. Byly vybra-
ny vzorky v rozmezi SPF 15 az 50+. V tabulce 5 jsou uvedeny UV filtry jednotlivych vzor-
ki a jejich zacleni dle oblasti piisobeni. Popis jednotlivych filtrl je uveden v kapitole 3

a jejich seznam vcetné vzorcu v Priloze I a II.
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Tab. 5 Obsah UV filtrl v jednotlivych vzorcich a jejich zacleni dle oblasti pasobeni
Cislo a zkratka | Oblast piisobeni

UV filtru UV filtru Vzorek
UVA |UVB|UVA/B] V1 | V2 | V3 | V4 | V5| V6 | V7 | V8

1| HMS - -
2 B3 * -
3| PBSA - - ¥
4 | TDSA - - -
5| BMDBM | * L S
8 | EHT S
9 DTS * ¥ *
10| EHS - -
11| MBBT * L *
12| MEMT ¥ ¥ - -
13| TiO2 S I I R
14| DHHB - -

Kde:

1 — Homosalate

2 — Benzophenone-3

3 — Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid

4 — Terephtalidene Dicamphor Sulfonic Acid

S — Butyl Methoxy-dibenzoylmethane

6 — Octocrylene

7 — Ethylhexyl Methoxycinnamate

8 — Ethylhexyl Triazone

9- Drometrizole Trisiloxane
10 — Ethylhexyl Salicylate
11— Methylen bis-Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol
12— Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyltriazin
13 - TiO,
14 — Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoane
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6 PRISTROJE, MATERIALY A POSTUP MERENI

6.1 Spektrofotometr

Bylo méfeno na spektrofotometru UV-VIS Cary 100 australské firmy Varian v rozsahu

vlnovych délek 290-400 nm s kroky po 1 nm.

Vstupni optika tohoto spektrofotometru je upravena pro integraci difizniho zafeni proslého
zdrsnélym povrchem PMMA substritu bez a s nanesenym vzorkem na jeho povrchu. Ob-
last kazdého &teciho mista je 0,5 cm?, aby se sniZila variabilita mezi odeéty a kompenzova-
la se nedostateCnd rovnomérnost nanesené vrstvy opalovaciho piipravku. Presnost vinové
délky je +/- 1 nm (kontrolovdno dodavatelem piistroje na holmiovém standardu). Schop-
nost piistroje presné¢ meéfit transmisi nebo ochranné faktory je limitovéna citlivosti pfistro-
je. Pfistroj spliluje poZadovany dynamicky rozsah pro tuto metodu, tj. 2,2 absorb¢ni jed-

notky v souladu s ndvrhem normy ISO/WD 24443 7z 11/2009. [47]

Lampa, kterd se pouzivd k méfeni transmitance, vyzatuje kontinudlni zafeni v rozsahu
290 — 400 nm a uroven zareni je pod hodnotou, kterd by neZddoucim zpliisobem ovlivnila
fotostabilitu vzorku. Davka UV zéafeni béhem jednoho cyklu méfeni nepievysi predepsa-

nou hodnotu 0,2 J/em?.

6.2 Substrat

Substrat (deska) je materidl, na ktery se aplikuje testovany vzorek.

Byly pouzity PMMA desticky od fy Schonberg (polymethylmethacrylate; Plexiglas™) se
zdrsnénim 2 pm na jedné stran¢ desticky.

TH;y CH;

T—CH;—LC—CH;

el =0

DCH; OCH;

Obr. 8 Polymethylmethacrylate [32]
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Pouzité PMMA desticky byly ¢tvercového tvaru o rozmérech 50 x 50 x 2,5 mm (prostor
pro aplikaci vzorku musi byt dle navrhu normy ISO/WD 244443 min. 16 cm?), transpa-

rentni, nefluorescencni, fotostabilni a inertni vici vSem slozkdm opalovacich piipravki.
6.3 Slepy pokus

Vlastni méfeni se provadi proti slepému vzorku, kterym se stanovi propustnost UV zafeni

PMMA destickou.
6.4 Priprava vzorku

Z PMMA desky byla odstranéna ochranna félie a deska byla oznacena lihovym fixem. Na-
naseni vzorku probihalo na analytickych vahéach na drsnou stranu PMMA desti¢ky pomoci
injekeéni stifkacky. Vzorek byl rovhomérné nanaSen na celou desku pomoci drobnych ka-

pek, které mély pfiblizné stejnou hmotnost.

Slepy vzorek byl pfipraven nanesenim glycerinu (0,75 mg/cm?) na desti¢ku o rozmérech
50 x 50 mm. Naneseny glycerin byl po vyjmuti z vah rozetfen pomoci jednoho prstu, ktery

byl chranén gumovou rukavici.

Roztirani mélo dvé faze. Nejprve byl glycerin co nejrychleji (méné nez 30 sekund) a bez
tlaku rovnomérné rozetten na celou plochu destiCky drobnymi kruhovymi pohyby. Poté byl

vetifen do povrchu s pouzitim tlaku. Tato druhd faze trvala dalSich 20 — 30 sekund.

Stejny postup plati i pro nandSeni méteného vzorku opalovaciho piipravku.

Obr. 9 Postup pfi roztirdni glycerinu i vzorku [34]
Je dilezité, aby na vSechny méfené desky byla pouZita stejnd piitlatna sila.

Pro dosaZeni stabilizované vrstvy glycerinu nebo vyrobku byla desticka nejméné na 15

minut uloZena na tmavé misto pii laboratorni teploté.
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6.5 Vlastni méreni I

Spektrofotometr byl zapnut nejméné 10 min ptred vlastnim méfenim pro nastaveni optimal-
niho chodu pfistroje. Prvnim krokem bylo méteni slepého vzorku. Poté byla proméiena
kalibra¢ni desticka — standard od dodavatele PMMA desti¢ek. Kalibra¢ni desticka mé po-
vrch upraveny na hodnoty SPF/UVA= 31/9 pted ozafenim. Odchylka od deklarovanych
hodnot ochrannych faktori mize byt max. 10 %. V pitipad¢ odchylky vétsi, je nutné pfipra-
vit novy slepy vzorek a méfeni se standardem opakovat. Jakmile se dosdhne pozadované
shody s kalibra¢ni destickou, proméfuji se vzorky vlastnich opalovacich piipravki. Méfeni

probihd v rozsahu vlnovych délek UV zafeni od 290 do 400 nm po 1 nm.

Vysledné hodnoty pro kazdy prométeny bod byly pfeneseny do tabulky v Microsoft Exce-
lu, pro vypocet SPF a UVA-PF. Namétené hodnoty byly zaznamenany a vloZeny po pieve-
deni do vypocetniho souboru Spreadsheet I — list 1. Deska ve spektrofotometru je posunuta
a stejnym zpusobem jsou prométeny dalsi oznacené body na desce. Oznaceni ndm usnadni

orientaci na desce pro méfeni po ozareni.
6.6 Vybér hodnot

Kazdy vzorek byl aplikovan nejméné na 3 PMMA desticky. Kazd4 desticka byla prométe-
na ve 4 bodech o ploe 0,5 cm? aby celkovd proméfend plocha dosghla min. 2 cm?

(dle pozadavku v ndvrhu normy ISO/WD 244443).

Pro vybér hodnot je dulezité zaznamenat a ulozit vSechny hodnoty SPF vypocitané
v souboru Excel. Ze vSech namétenych hodnot se vypocitd primér a je vybrano 10 hodnot,
které jsou nejblize k hodnoté primérné. Tyto hodnoty jsou vloZeny do vypocetniho soubo-
ru Spreadsheet I, kterym je vypocitana hodnota UV A-PFo, kritickd vlnova délka ptred oz4-

fenim, a velikost ddvky nutnd k ozéieni vzorku (D).
6.7 Spreadsheet I

Spreadsheet je vypocetni program v aplikaci Microsoft Excel, ktery je sou¢dsti navrhu nor-
my ISO/WD 244443. Obsahuje 4 listy. Do listu 1, ktery je ozna¢en mAFo, se vkladaji na-
meétfené hodnoty, ziskané pred ozafenim. List 3 je kalkulacni, po vyplnéni listu 1, jsou na-
méfend data korigovédna s hodnotou stanovenou metodou in vivo, je stanoven rozptyl hod-
not dany nerovnomérnym nanesenim vzorku na destic¢ce (koeficient CV%), je vypocitana

hodnota UVA-PFo, kritickd vinova délka pfed ozafenim a velikost ddvky a doba nutna
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k ozéateni vzorku (D). Graficky je vyjadfen vztah mezi hodnotou absorbance a vinové délky

a naméefenymi hodnotami (mAFo) a vinovou délkou.
6.8 Expozice UV zarenim

Desticka byla exponovédna ddvce UV zafeni (UVA a UVB), kterd byla vypoctena Spread-

sheetem 1.

Teplota vzorku béhem ozafovani byla kontrolovdna a nepiekrocCila rozmezi 35+2 °C

v souladu s ndvrhem normy ISO/WD 24443.

Zdroj UV zaieni pro ozareni vzorku

Vzorek byl exponovan UV zafeni ze solarniho simuldtoru SOL 500 fy Dr. Honle (némec-
ko) o intenzité 40 W/m? (kalibrovédna v souladu s ndvrhem normy ISO/WD 24443).

Umély zdroj UV zafeni byl zvolen tak, aby co nejbliZe simuloval slune¢ni zafeni podle
definice COLIPA (1994) nebo DIN 67501 (1999), udrzel teplotu vzorku béhem ozatovani

pod 40 °C a spliloval niZe uvedené limity:

Tab. 6 Specifikace zdroje svétla métend spektroradiometricky

Specifikace zdroje svétla méfena spektroradiometricky

W/m?
Celkové UV zareni (290 to 400 nm)
(5 - 1000)
Pomér zareni UVA(320 - 400 nm) k UVB(zgo - 320 nm) 8-22

Referenéni standardni slunce ma celkové zareni od 51,4 do 63,7 W/m?> (Colipa 1994 / DIN
67501) a pomér zafeni UVA k UVB 16,9 do 17,5.

6.9 Vlastni méreni I1

Méfeni transmitance UV zafeni proslého destiCkou po ozafeni bylo méfeno stejnym postu-
pem jako u vzorku neozédreného, ve stejnych bodech. Naméfené hodnoty byly zpracovany

stejnym postupem jako pii méteni I a vlozeny do listu 2 (mAFx).
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6.10 Spreadsheet 11

Dosazenim pozadovanych dat do vypoctového souboru zjistime pokles UVA ochrany a
zmény v namétenych hodnotéch kritické vinové délky po ozéreni. Na grafickém zndzornéni
absorban¢nich kfivek je dobfe vidét fotostabilita vzorku, tj. jeho odolnost vici rozkladu

vlivem UV zéfeni.
6.11 Vyhodnoceni

V Tab. 7 a Tab. 8 jsou uvedeny vybrané vzorky a piislusné naméfené hodnoty. Pro srovna-

ni jsou uvedeny i1 hodnoty SPF in vivo a UVA-PF in vivo.

6.12 VYPOCTY

Vzorce pouzité pii vypoctech automaticky provadéné ve Spreadsheetu I a II jsou uvedeny

pro informaci.

6.12.1 Vypocet SPF;, ,itro

A=400nm

[E(2)*1(2)*d2

: A=290nm
SPFin vitro = A=400nm

[EQ)*1(2) %107 % dj

A=290nm (2)

kde:
E(A) Erytémové spektrum tcinku (CIE- 1987)
I(A)  Spektralni zéfeni ziskané z UV zdroje
Aop(M) Stiedni monochromatickd absorbance v testované vrstvé vzorku pired UV expozici
dx Krok vlnové délky (1 nm)
6.12.2 Vypocet upraveného in vitro SPF;, ,;,, a urc¢eni korekcniho koeficientu
»Co*

,,Co* je korekéni koeficient, ureny k upravé vypoctené hodnoty in vitro SPF k hodnoté

stanovené metodou in vivo (doporuceno rozmezi 0,8 az 1,2).
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A=400nm
[EA)*1(A) *dA
SPFinvitroaq = SPF label = o 2=20m
[E(A)* 1(2) %1074 3*C s az
A=290nm (3)
Kde:
EM),I(L),Ap(M) a dA jsou definovany ve vzorci (2).
6.12.3 Vypocet UVA-PF,
UVA-PF, se pocita pro kazdou desticku zvlast’.
A=400nm
[P(2)* I(A)*dA
— A=320um
UVAPFo = A=400mm Ve
[P(2)*1(2)*107 D" % qh
A=320nm 4)

Kde:
I(A)  Spektralni zafeni ziskané z UV zdroje
Ao(M) Stfedni monochromatickd absorbance v testované vrstvé vzorku pted UV expozici

Co Korek¢ni koeficient ur¢eny v rovnici (3)

dir Krok vIlnové délky (1 nm)

6.12.4 Vypocet UVA davky ,,D* pro ozaieni vzorku

Jednordzova UVA déavka ,,.D* je odvozena z hodnoty UVA-PF,. Vzorek je exponovan pl-
nym spektrem UV zéfeni, ale ddvka je definovana podle hodnoty UVA.

- -2
D = UVAPFyx Dy Jcm (5)

Dy je jednotkova ddvka UVA vztaZzend na UV A-PF, kterd se ma aplikovat UV zdrojem. Je
experimentdlné urcend tak, aby bylo dosazeno dobré korelace mezi in vitro UVA-PF a in
vivo PPD hodnotami. Hodnota D byla optimalizovédna podle celého souboru dat z kruho-

vého testu provadéného Colipou a stanovena jako 1,2 J.cm™ UVA.
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6.12.5 Vypocet UVA-PF po UV ozareni vzorku

A=400nm

[P(A)*1(A)*dA

— A=320nm
UVAPF = A=400nm

[ P(A)* 1(2)%1074P*C % 47
A=320nm (6)

Kde:
P(MV),I(A),C a d), jsou definovany ve vzorci (4).
A(L) Stfedni monochromatickd absorbance v testované vrstvé vzorku po UV expozici

UVA-PF jedné desticky se vypocita ze stfedni hodnoty absorbance vsech jednotlivych bo-
da. Jestlize koeficient CV% rozptylu namétenych dat presdhne 50 %, méla by se desticka

vyfadit a pfipravit nova.
6.12.6 Vypocet poméru SPF/UVA-PF
Z hodnot in vivo SPF (SPFue1) a in vitro UVA-PF lze vypocitat:

SPF,

label

R0 = {7y 4p
(7)

Pokud ma opalovaci piipravek vyhovét platnym legislativnim poZadavkiim, potom musi

byt UVA-PF min. 1/3 z celkového SPF.
6.12.7 Vypocet hodnoty kritické vinové délky

Cim vyssi je kritickd vlnova délka ochranného opalovaciho prostiedku, tim lepsi je ochrana
pfed UVA ve vztahu k UVB zéfeni. Pokud je kritickd vinova délka rovna nebo vyssi nez
370 nm, lze hovofit o ptipravku se Sirokym spektrem ochrany (broad spectrum) — tj. vyva-

Zend ochrana v UVB a UV A spektru.

Hodnota kritické vinové délky A. pro testovany vzorek je definovdna jako vinova délka,

pod kterou se nachdzi 90 % zéteni absorbovaného opalovacim piipravkem.

Soubor absorpcnich hodnot (zdvislych na piirtistku vinové délky) je vypocitdn pro kazdou
ze ti1 destiCek, na které byl aplikovan testovany vzorek. Absorpce kazdého zvyseni vinové

délky (AM) se tedy vypocita:
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A}_ = |Dg (C,‘_ / P,‘_)

(®)
kde
Co=1/(ca[1] % c2[2]x...xca[n]
Pi = 2/(p[1]x pi2]x...x pa[n]
©)

cx[n]  aritmeticky primér méfeni propustnosti v bod¢ n a pfi vinové délce A pro slepy vzo-

rek (glycerinem potiend PMMA desticka)

pun] aritmeticky primér méfeni propustnosti v bod¢ n a pii vinové délce A pro ozareny

vzorek prostiedku ke slunéni (PMMA desticka)

Kritickd vlnova délka Ac se pro kaZzdou ozarenou desticku vypocitd takto:

TA;..(M = 0.94?]14/1.(1/1.

290 290 (10)

Vyslednd hodnota kritické vlnové délky pro testovany vyrobek je primérem naméfenych

hodnot.
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7 NAMERENE HODNOTY

Meéfeni bylo provedeno postupem uvedenym v kapitole 6. Vysledné hodnoty pro stanoveni
SPF a UVA-PF metodou in vitro jsou uvedeny v Tab. 7 a Tab. 8. Vzorky jsou setazeny
podle SPF uvedeného na obalu.

V Tab. 7 jsou uvedeny hodnoty SPF a UVA ziskané metodou in vivo, k nimZ jsou piifaze-

ny naméfené hodnoty pro SPF a UVA metodou in vitro.

Tab. 7 Vybrané vzorky a namétené hodnoty I

Vzorek | SPF na obalu [ SPF in vivo | SPF in vitro [ UVA in vivo | UVA in vitro
V1 15 19,1 17,3 5,2 4,5
V2 15 17,3 20,2 5,8 5,6
V3 20 24,1 23,8 8,0 7,9
V4 20 24,1 26,3 7,5 12,9
V5 30 38,0 37,7 12,2 15,5
V6 30 34,1 34,4 9,2 7,1
V7 50+ 60,4 46,9 22,3 12,5
V8 50+ 64,3 63,0 22,2 27,3

U vétSiny vzorkll bylo dosazeno dobré shody mezi SPF stanovenym metodou in vivo a
vitro. VEétsi odchylka byla naméfena u vzorku V2 a to 17 %. U vzorku byl zaznamenan
velky pokles o cca 22 %. Ze studijnich divodu bylo i naddle v méfeni tohoto vzorku po-
kracovano. Lze ptredpokladat, Ze u vzorku V7 doslo k jiZ jeho ¢astecnému rozkladu. Doba
mezi stanovenim UVA metodou in vivo a in vitro byla vice nez 36 mésicl, coz je doba

presahujici obvyklou Zivotnost vyrobku.
Srovnani naméfenych hodnot pro SPF je uvedeno také v Obr. 10.

V ptipad¢ srovnani hodnot UVA, zaznamenanych na obr. 10, bylo dosaZeno dobré shody
u vzorkll V1-3. U vzorkd V5,V6 a V8 bylo dosaZeno shody 22-23 %. Naopak nejvetsi roz-
dil byl stanoven u vzorku V7, kde to bylo ocekdvano, o cca 56 %. NeoCekdvand odchylka
byla stanovena u vzorku V4, kde byla stanovena hodnota UVA in vitro podstatn¢ vyssi,

o cca 42 %. Namétené hodnoty pro UVA-PF jsou zndzornény na Obr. 11.
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Obr. 11 Srovnani hodnot UVA-PF
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U vzorku ¢.4 pfi testu stanoveni SPF i UVA-PF in vitro doslo pravdépodobné k dokonalej-
$imu odstranéni hnacich plynt, tim k zakoncentrovani emulze a naméfeni vyssich hodnot

metodami in vitro.

Tab. 8 zaznamendva naméfené hodnoty jednotlivych vzorkt, které jsou opét sefazeny podle

SPF uvedenych na obalu.
Tab. 8 Vybrané vzorky a namétené hodnoty II
pomér UVA/UVB
Vzorek | SPF na obalu Co Cv Ac (static) | Ac (Dx) pired po
V1 15 -1,04 -0,7 372 373 0,51 0,54
V2 15 -0,939 -1,3 372 372 0,56 0,58
V3 20 -0,978 -1,4 378 375 0,73 0,66
V4 20 -0,974 -0,5 377 377 0,75 0,75
V5 30 -1,004 -0,8 379 379 0,75 0,73
Vo6 30 -1,001 -1,6 373 374 0,53 0,54
V7 50+ -1,072 -0,8 378 379 0,61 0,65
V8 50+ -1,02 -1,4 381 381 0,82 0,79
Kde:

Co je korekéni koeficient, upravujici pomér mezi SPF stanovenym metodou in

vitro a in vivo, doporucené rozmezi v absolutni hodnot¢ je mezi 0,8 a 1,2
CV% koeficient variability, vyjadfujici rovnomérnost naneseného vzorku na desticce
Ac (static) hodnota kritické vlnové délky pied ozafenim
Ac (Dx)  hodnota kritické vinové délky po ozéareni
UVA/UVB pifed  je pomér UVA/UVB pied ozafenim

UVA/UVB po je pomér UVA/UVB po ozéareni

Vysledky zaznamenané na Obr. 12 znazornuji pomér UVA/ UVB pred a po ozafenim UV.
Hodnota je neménnd pouze u vzorku V4, kdy po expozici UV dochdzi jen k miniméalnimu

poklesu namétfenych hodnot v oblasti UVA a UVB spektra.
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Obr. 12 Graf znazornujici pomér UVA/UVB pied a po ozafeni

Doba potiebnd k ozafeni vzorku, byla ziskdna z vypoctu v aplikaci Spreadsheet 1. Jednotli-

vé Casy (v hodindch) jsou uvedeny v Tab. 1. Ziteno bylo intenzitou 40 W/m?, tj. 4 J/cm

ze solarniho simuldtoru SOL 500 od fy Dr. Honle.

Tab. 9 Doba ozatreni (v hod.)

Vzorek | SPF na obalu | UVA in vivo | Doba ozareni
V1 15 5,2 0:21:10
V2 15 5,8 0:24:24
V3 20 8,0 0:55:32
V4 20 7,5 0:59:41
V5 30 12,2 1:16:36
V6 30 9,2 0:29:40
V7 50+ 22,3 0:59:10
V8 50+ 22,2 2:40:47

2
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8 DISKUZE

Do diskuze byly vybrany grafy vyjadfujici vztah mezi hodnotou absorbance a vilnovou dél-
kou a hodnotou transmitance (mAF) a vlnovou délkou pied (Ao, resp mAF,) a po ozéareni
(Ax) resp. mAFpy)) u vzorkl V2, V3, V4, V5 a VZ6. Jejich vysledky byly typické pro
rizny stupen ochrany a fotostability vyrobkl. U vzorki ostatnich byl zaznamenan obdobny
pritbéh a nejsou proto jednotlivé diskutovany. Na nize uvedenych grafech je velmi dobte
viditelna fotostabilita a Gi¢innost pouzitych UV filtri. Opalovaci pfipravky musi obsahovat
UV filtry v takovém poméru, aby faktor UVA-PF byl 1/3 SPF faktoru zjiSténého metodou
PPD in vivo nebo byl stejny stupen ochrany prokdzany jinou in vitro metodou. Zaroven
musi spliilovat hodnotu kritické vinové délky vyssi nez 370 nm.

U vzorka ¢.2 a 3 je akceptovatelnd shoda mezi naméfenymi hodnotami SPF a UVA-PF

metodami in vivo a in vitro. Z niZe uvedenych grafi je mozné vysledovat:

Pro vzorek V2 byl stanoven pomér UV A-PF/SPF i, vivo = 32,4 %. Absorpéni maximum pro
oblast UVA bylo naméfeno pii vinové délce 355 nm a pouzité UVA filtry byly do vlnové
délky 340 nm stabilni. Absorpéni maximum pro oblast UVB bylo naméfeno pii 313 nm a
u pouzitych UVB filtrii byl zaznamendn po expozici nizky rozklad v celé UVB oblasti.

Obdobny vysledek byl ziskan i pro vzorek ¢.1 a ¢.7.

Absorbance pred a po UV ozareni

Absorbance

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Vinova délka

Obr. 13 Hodnoty absorbance pfed a po ozéafeni pro vzorek 2
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Upraveny normovany prdmeér mAF(A)

Vinova délka (nm)

Obr. 14 Upraveny pramér (10 hodnot) mAF, pied a po vystaveni UV zéateni pro

vzorek 2

Pro vzorek V3 byl stanoven UV A-PF/SPF i, vivo = 32,8 %. Absorpcni maximum pro oblast

UVA bylo naméfeno pii vlnové délce 360 nm a pro oblast UVB pii 313 nm. U pouzitych

UVA a UVB filtri byl zaznamenan rozklad v celé UV oblasti (290-400 nm).

Absorbance pred a po UV ozareni

Absorbance

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

Vinova délka

Obr. 15 Hodnoty absorbance pted a po ozéateni pro vzorek 3
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Upraveny normovany prdmér mAF(A)

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

VInové délka (nm)

Obr. 16 Upraveny primér (10 hodnot) mAF, pted a po vystaveni UV zafeni pro

vzorek 3

Pro vzorek V4 byl stanoven UVA-PF/SPF i vivo = 53,5 %. Absorpéni maximum pro oblast
UVA bylo naméteno pii vinové délce 345 nm a pro oblast UVB pfi 320 a 295 nm. U pou-
zityjch UVA a UVB filtri byl zaznamendn velmi nizky rozklad vcelé UV oblasti
(290-400 nm).

Absorbance pred a po UV ozareni
1,600

1,400 1

1,200 1

1,000 -

0,800 -

Absorbance

0,600 -

0,400

0,200 -

0,000
290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Vinova délka

Obr. 17 Hodnoty absorbance pfed a po ozéateni pro vzorek 4
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Upraveny normovany pramér mAF(A)

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Vinové délka (nm)

Obr. 18 Upraveny pramér (10 hodnot) mAF, pied a po vystaveni UV zéateni pro

vzorek 4

Zajimavy byl vzorek V5, ktery obsahuje pouze oxid titani¢ity. Absorpni maxima nejsou
vyznamnd, jedna se o fyzikalni filtr. Pfesto 1ze pouZzitim tohoto UV filtru dosahnout vysoké
ochrany proti UV zafeni. Byl stanoven UV A-PF/SPF i, vivo = 40,8 % a degradace toho fil-
tru UV expozici byla minimdlni. Obdobny pribéh kiivky absorbance byl zaznamenédn u

vzorku €. 8.

18 Absorbance pred a po UV ozareni

Absorbance

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Vinova délka

Obr. 19 Hodnoty absorbance pted a po ozateni pro vzorek 5
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Pro vzorek V6 byl stanoven UV A-PF/SPF i, vivo = 20,8 %, ktery nespliiuje pozadovana kri-
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ZAVER
Cilem DP bylo ovéfit navrh normy ISO/WD 24443 pro stanoveni UVA ochrany metodou

in vitro a srovnat vysledky ziskané in vitro s hodnotami naméfenymi metodami in vivo.

Vybér vzorkl byl volen se zimérem otestovat také formulace, které byly z aplika¢niho hle-
diska problematické. Jednalo se bud’ o emulzi, kterd byla v aerosolovém baleni (vzorek

V4), nebo o fidkou emulzi v baleni s mechanickym rozpraSovacem (vzorek V2).

Jako problematicky se pfi nandSeni jevil vyrobek ve formé aerosolu, nebot’ pii navazovani
vyrobku bez odt€kdni hnacich plyni nebylo moZzné vyrobek piesné navdzit a pii aplikaci
dochdzelo ke stékani vyrobku z desticky. Po odtékani hnacich plynt doslo pravdépodobné

Vv

k zakoncentrovani emulze a tim i naméfeni vysSich hodnot metodami in vitro.

K dosazeni relevantnich a reprodukovatelnych vysledkli u vzorku V2 bylo nutné dokonalé
promichéni vzorku pfed navazovanim. Vzhledem k fidké konzistenci vzorku byl problém 1
s aplikaci. Nicmén¢ hodnoty naméfené metodami in vitro dobie koreluji s hodnotami na-

méfenymi metodami in vivo.

Do testovani byl zatazen i velmi téZce roztiratelny krém pouze na bazi oxidu titanicitého
(vzorek V6). Navazovani a aplikace vzorku nebylo vzhledem ke konzistenci vyrobku moz-
na obvyklym a doporu¢enym zplisobem a nebylo dosazeno pravidelného a rovnomérného

roztéru.

Vysledku testu potvrzuji akceptovatelnou shodu mezi hodnotami stanovenymi metodami in

vV s

vivo a in vitro u nizsich faktord, a to do SPF 20.

Byly hleddany mozné piiCiny. Jednou muze byt velkd ¢asové prodleva mezi méfenim vzor-
ki metodou in vivo a in vitro. Aby bylo moZné toto tvrdit, musel by byt zndm obsah pouZi-
tych UV filtri v méfenych vzorcich pred stanovenim SPF a UVA-PF metodou in vivo.
Analyticky by musel byt obsah téchto UV filtrti zkontrolovédn pfed méfenim téchto vzorkt

v diplomové praci metodou in vitro.
DalS$i z moZnosti je pouZzity odliSny simulétor slunecniho zafeni. Pro UV expozici pfi mé-
feni metodou in vivo byl pouzit jako simuldtor slune¢niho zafeni Solar Light multiport

model 601 -W300, s xenonovou lampou s kontinudlnim emisnim spektrem.
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Pro méteni metodou in vitro byl pouzit solarni simuldtor SOL 500 od fy Honle s halogeno-

vou vybojkou. Intenzita zafeni timto simuldtorem byla 10x niZsi, tzn., Ze ¢asy pro expozici

byly 10x delsi a mohly mit vliv na rozklad nékterého z pouzitych UV filtri.

V dobé méteni SPF a UVA-PF in vitro nebyl solarni simulator Solar Light, ktery je prede-

psanym zdrojem UV zéieni, k dispozici.

Bylo by zajimavé v této praci pokracovat na novych vzorcich, u kterych by byl stanoveny
hodnoty SPF a UVA metodou in vivo a v kratkém casovém useku by bylo provedeno i mé-
feni metodou in vitro. V idedlnim ptipadé by bylo dobré znat i % obsah UV filtrii ve for-

mulaci nebo stanovit tyto obsahy analyticky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Aj

Ay

COLIPA

Co

CV%

Do

DNA
E(A\)
EU
1)
IPD
IR
mAF
MED
P(L)
PMMA
PPD
RNA
SPF

SPFin vitro

Primérnd monochromaticka absorpce.

Sttedni monochromatickd absorbance v testované vrstvé vzorku pied UV

expozici.
European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association.

Korekéni koeficient, ureny k dpravé vypoctené hodnoty in vitro SPF

k hodnot€ stanovené metodou in vivo.

Koeficient variability, vyjadiujici rovnomérnost naneseného vzorku na destic-

ce.
Velikost davky nutnd k ozareni vzorku.

Hodnota Dy byla optimalizovana podle celého souboru dat z kruhového testu

provadéného Colipou a stanovena jako 1,2 J cm? UVA.
Deoxyribonukleova kyselina.

Spektrum piisobeni pro erytém.

Evropska unie.

Spektrilni zéteni pro SPF nebo PPD testovani.

Casné pigmenta¢ni ztmavnuti (immediate pigment darkening).
Infracervené zéreni.

Naméiené hodnoty transmitance.

Minimélni erytémova davka.

Spektrum piisobeni pro PPD.

Polymethylmethacrylate.

Pozdni pigmentace (persistent pigment darkening).
Ribonukleova kyselina.

Ochranny faktor pted slune¢nim zafenim.

In vitro ochranny slunec¢ni faktor.
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Ty

TiO,

uv

UVA
UVA-PF
UVA-PF,
UVB
UvC

VR

Frakce zareni, které projde nanesenou vrstvou opalovaciho piipravku.
Oxid titanicity.

Ultrafialové zéteni.

Ultrafialové zateni ptisobici v oblasti 320-400 nm.

Ochranny faktor proti UV A sloZce zéfeni.

In vitro UVA ochranny faktor pted expozici UV zdtenim.
Ultrafialové zareni ptsobici v oblasti 290-320 nm.

Ultrafialové zateni ptisobici v oblasti 200-290 nm.

Viditelné zéteni.

Kriticka vlnova délka.
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SEZNAM PRILOH

PI  Pouzité UV filtry

PII  Chemické struktury UV filtra



PRILOHA P1I: POUZITE UV FILTRY

Podminky pouziti a varo-

Maximalni | vani, ktera musi byt vytis-
Ref. . . .
tislo Latka povolena téna na obalu
koncentrace ZKkratka
INCI name

a b C e

1 |3,3,5-Trimethylcyklohexyl- salicylat 10 % Homosalate
CAS [118-56-9] UVB

2 | 2-Hydroxy-4-methoxybenzo-fenon; 10 % Obs. Oxybenzon
2-benzoyl-5-methoxyfenol BP3
Oxybenzon Benzophenone-3
CAS [131-57-7] UVA/UVB

3 | Kyselina 2-fenylbenzimidazol-5- 8 % PBSA
sulfonovi; v pifepoctu na | Phenylbenzimidazole Sul-
/ 2-Phenylbenzimidazole-5-sulphonic kyselinu fonic Acid
acid/ a jeji draselné /potassium/, sodné UVB
/sodium/ a triethanolaminové
/ triethanolamine/ soli
CAS [27503-81-7]

4 |3,3’-(1,4-Fenylendi-methylen)bis(7,7- 10 % TDSA
dimethyl-2-oxobicyklo-[2,2,1]Theptan- | v pfepoctu na | Terephtalidene Dicam-
I-methansulfonova kyselina ); /3,3"- kyselinu phor Sulfonic Acid
(1,4-Phenylendi-methylene) bis(7,7- UVA
dimethyl-2-oxo-bicyclo-[2,2,1]hept-1-

-ylmethanesulphonic acid)/
a jeji soli

5 | 1-(4-terc-Butylfenyl)-3-(4- 5% BMDBM
-methoxyfenyl)propan -1,3-dion Butyl Methoxy-
/1-(4-Tert-butylphenyl)-3-(4- dibenzoylmethane
-methoxyphenyl)propane-1,3-ione/ UVA
CAS [70356-09-1]

6 |2-Ethylhexyl-(2-kyan-3,3- 10% OCR
-difenylakrylat) v ptepoctu na | Octocrylene
/2-Cyano-3,3-diphenyl acrylic acid, kyselinu UVB
2-ethylhexyl ester (Octocrylene)/

CAS [61-97-7]

7 | Oktyl-3-(methoxyfenyl)prope-noat 10% EHMC (OMC)
/Octyl methoxycinnamate/ Octyl Methoxycinnamate
CAS [5466-77-3] UVB

8 |N°N',N°-Tris[4-(2- 5% oT
-ethylhexyloxy)fenyl]-1,3,5-triazin- Octyl Triazone
2,4,6-triamin/ 2,4,6-Trianilino-(p- UVB

carbo-2"-ethylhexyl-1"-oxy)-
1,3,5-triazine (Octyl Triazone)/
CAS [88122-99-0]




Podminky pouziti a varo-

Maximalni | vani, ktera musi byt vytis-

Ref. P < .

Sslo Latka povolena téna na obalu
koncentrace Zkratka
INCI name
9 |2-(2H-Benzotriazol-2-yl)-6-{[3- 15% DTS
(1,1,1,3,5,5,5-heptamethyltrisiloxan-3- UVB/UVA
yl]-2-methylpropyl }-4-methylfenol
/Phenol,2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4-
methyl-6-(2-methyl-3-(1,3,3,3-
tetramethyl- 1-(trimethylsilyl)oxy)-
-disiloxanyl)propyl)
(Drometrizole Trisiloxane)/
CAS [155633-54-8]

10 | 2-Ethylhexyl-salicylat 5% Octyl Salicylate
/2-Ethylhexyl salicylate/ UVB
2-ethylhexyl-2-hydroxy-benzoat
/(Octyl-salicylate)/

CAS [118-605]

11 |2,2°-Methylenbis[6-(2H-benzotriazol- 10% MBBT
2-yl)-4-(1,1,3,3-tetramethyl- Methylen bis-
butyl)fenol] Benzotriazolyl Tetrame-
/2,2°-Methylene-bis-6-(2H- thylbutylphenol
-benzotriazol-2yl)-4-(tetra-methyl- UVA/UVB
butyl)-1,1,3,3-phenol/

CAS [103597-45-1]

12 |2,4-Bis[4-(2-ethylhexyloxy)-2- 10% BEMT
hydroxyfenyl]-6-(4-methoxyfenyl)- Bis-Ethylhexyloxyphenol
1,3,5-triazin Methoxyphenyltriazin
/ (1,3,5)-Triazine-2,4-bis((4-(2-ethyl- UVA/UVB
hexyloxyl)-2-hydroxy)-phenyl)-6-(4-

-methoxyphenyl)/
CAS [187393-006]

13 | Oxid titanicity, CI 77891/ 25% TiO,
Titanium dioxide/ UVA/UVB
CAS [13463-67-7]

14 | hexyl-2-[4-(diethylamino)-2- 10 % DHHB
hydroxybenzoyl]benzoat Diethylamino Hydroxy-

CAS [302776-68-7]

v prostiedcich
ke slunéni

benzoyl Hexyl Benzoate
UVA




PRILOHA P II: CHEMICKE STRUKTURY UV FILTRU

Ref. Cislo 1

HMS Monomenthyl salicylate Noe Heliopan HMS, Eusolex

H;C._ _CH;

O
Il

C—-0O
OH
OH

Ref. Cislo 2
B3

Ref. Cislo 3

PBSA PhenylBenzimidazol Sulfonic Acid
(Merck)
Na038 N
-0

)

H
Ref. Cislo 4
TDSA Terephtalidene Dicamphor Sulfonic Acid

)

Ref. Cislo 5

BMBM Butyl Methoxydibenzoylmethane

$H3 |C|) O
Il
e Aot Do
CH;

Uvinul M40

Eusolex 232

Mexoryl SX

Parsol 1789



Ref. Cislo 6
OCR Octocrylene Neo Heliopan 303

Q

C= C—COOCHZCHCH2CH2CH2CH3

@ CH,CH,

Ref. Cislo 7

EHMC, OMC Ethylhexyl metoxycinamat Parsol MCX
H3CO—QCH CH—C—O—CH2—$H CH,CH,CHj3
CH,CH;
Ref. Cislo 8
EHT, OT Octyl Triazone Uvinul T 150 (BASF)
CH3(CH2)3CHCH20 CONH / I NH—QCOOCHZ$H(CH2)3CH3
CHQCH3 N CH,CH;

Y

NH

COOCH2$H(CH2)3CH3
CH,CH,
Ref. Cislo 9
DTS Drometrizole trisiloxane Mexoryl XL
G
H3;C—Si—CH
OH 3 ‘ 3
N ?
/N CHQ*\C*CHQ*\SI*CH3
N CHs 0
H3C—Si—CH
CHg S 3

CHj



Ref. Cislo 10
OS octyl salicylate Neo Heliopan OS, Escalol 587
CH,CHj;

|
COOCH,CHCH,CH,CH,CHj;
OH

Ref. Cislo 11

MBBT Bisoctrizole Tinosorb M (Ciba)

OH OH
(I @ @ (1)
N CH> N
=N N—

HaC—GC—CH;  HaC—GC—CHs

o
HgC—(‘D—CHS HgC—(‘D—CHg,
CH; CHj
Ref. Cislo 12
BEMT Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine, Bemotrizinol
Tinosorb S
OCHj3;
OH N* °N
CH3CH2CH2CH2|CHCH2 O/ij)\ )\@OCHzCHCHzCHzCHzcm
CH,CH; CH2CH3
Ref. Cislo 13
TiO, oxid titanicity Eusolex T2000

Ref. Cislo 14
DHHB Uvinul A Plus
COOCH,CH,CH,CH,CH,CH;

CH;CH,, ”
N
CH;CH,



