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W ostatnich latach ohserwuje sie ogromny wzrost zainteresowania praktycznym wykorzystaniem w przemysle

kosmetycznym wielu najnowszych technik pomiarowych, ktére umozliwiaja weryfikacje skutecznosci dziatania zaréwno surowcow,

jak i gotowych formulacji kosmetycznych. Wspétczesny konsument oczekuje howiem nie tylko zapewnien o korzystnym wplywie
oferowanych przez producentéw kosmetykow na jego urode, ale takze szuka potwierdzenia tych zapewnien w hadaniach
naukowych. Taka sytuacja wptywa na zaciesnienie wspétpracy pomiedzy jednostkami naukowymi, a partnerami przemystowymi

i owocuje pojawianiem si¢ coraz to nowych metod pomiarowych o ogromnym potencjale do wykorzystania w kosmetologii.

\Jedna z najnowszych technik wykorzystywanych obecnie w potwierdzaniu
skuteczno$ci dziatania produktow kosmetycznych jest Mikroskopia
Sit Atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy). AFM jest
przedstawicielem klasy mikroskopow skaningowych, skanujgcych
powierzchnie probki za pomocg sondy (Rysunek 1) [1]. Sonda ta ma
posta¢ ostrza umocowanego na ptaskiej sprezynce (tzw. mikrobelce).
Ostrze sondy przemieszczajgc sie po powierzchni probki powoduje zmiany
potozenia sprezynki i jej odkszattcenia. Kazde ugiecie sie sprezynki jest
rejestrowane przez ukfad optyczny, a nastepnie wynik tego pomiaru jest
przetwarzany na sygnat napieciowy. Obraz topografii powierzchni probki
uzyskuje sie poprzez mapowanie wartosci wydtuzenia przetwornika
w kazdym punkcie potozenia sondy na probce. Dodatkowo rejestrowane jest
kazde nawet niewielkie ugiecie sprezynki, co pozwala na wygenerowanie
obrazu topograficznego probki w bardzo wysokiej rozdzielczosci.

Rys. 1. Schemat budowy mikroskopu sit atomowych (AFM).

Mikroskop AFM moze pracowa¢ w trzech trybach: kontaktowym,
bezkontaktowym oraz trybie kontaktu przerywanego. Tryb oddziatywania
sondy z probka, w kiorym oddziatywanie to jest bezpo$rednie nazywane
jest trybem kontaktowym. W czasie skanowania powierzchni probki mozliwe
jest jednoczesne zbieranie roznego typu informacji, takich jak: topografia
A probki, ugiecie sprezynki czy tarcie migdzy ostrzem sondy, a probka. Tryb

kontaktu przerywanego i tryb bezkontaktowy stosowane sg wowczas, gdy
bezposredni kontakt sondy z probka mogtby prowadzi¢ do jej uszkodzenia
(probki o matej twardosci).

Zaletg AFM w dziedzinie badan biomedycznych jest mozliwosé
prowadzenia badan w cieczach i temperaturze fizjlogicznej [1].

Mikroskopia AFM
w badaniu kondyciji todyg wtosowych

Jednym z przyktadow zastosowania AFM w kosmetologii jest badanie
zmian w morfologii todyg wiosowych, zachodzacych pod wptywem stosowania
produktu kondycjonujgcego. Do badania wykorzystano probki wioséw zebrane
przez wyselekcjnowanych probantéw o wiosach zniszczonych w wyniku
zabiegow fryzjerskich i pielegnacyjnych. Ostonka wiosa, jako warstwa najbardziej
zewnetrzna fodygi wiosa jest najbardziej narazona na tego typu zniszczenia.
Probki do analizy pobrano przed zastosowaniem produktu kosmetycznego oraz
po jednokrotym zastosowaniu odzywki do wtoséw zniszczonych.

Badania nad zmianami w kondycji todyg wiosowych prowadzono
dwoma technikami - skaningowa mikroskopig elaktronowa (Scanning
Electron Microscopy - SEM) i opisang powyzej mikroskopia
sit atomowych (AFM). Skaningowa mikroskopia elektonowa
umozliwia jedynie wizualng obserwacje zmian zachodzgcych
w morfologii analizowanych probek. Jest to technika makroskopowa, ktéra nie
daje wynikow ilosciowych o zachodzacych w badanym materiale zmianach.
Z tego powodu zastosowano
technike uzupetniajaca- AFM. Jest
to technika niezwykle precycyjna
pozwalajaca na uzyskanie wynikow
w skali nano (rysunek 2).

Rys. 2.
Morfologia komérek ostonki
wiosa w mikroskopie sit
atomowych po zastsowaniu |
odzywki do wioséw
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W trakcie badania mozliwe byto zgromadzenie takich danych jak:
chropowato$¢, tarcie na powierzchni otoczki wtosa oraz na jej krawedziach
(potocznie zwanych tuskami) oraz ich wysokosci (czyli stopnia odstawania
od powierzchni todygi wiosa).

Chropowatos¢

W celu wyznaczenia $redniej chropowato$ci dla kazdej probki
wyznaczono obraz topografii, gdzie kazdemu punktowi przypisano konkretng
wysokos¢. Za Srednig chropowato$¢ wtosa uznano roéznice pomiedzy
Srednig wysokos$cig uzyskanego obrazu, a wysokoscig w danym punkcie.
Obraz zeskanowanej powierzchni wiosa wykazat obecnos¢ czasteczek
kosmetyku na powierzchni otoczek wiosow. W skali nano pojawienie sie takich
depozytow skutkuje wzrostem pofatdowania powierzchni, a co za tym idzie-
wzroscie jej chropowato$ci. Obserwacia ta jest zgodna z dotychczasowymi
badaniami tego parametru [2,3]. Czastki kosmetyku skupiaty sie glownie
w zagtebieniach otoczki wiosa - u podstawy i pomiedzy warstwami komérek
otoczek wiosow. Uzupetniaty one ubytki powstate m.in. w wyniku procesow
termicznych (suszenie, prostowanie), chemicznych (farbowanie, rozjasnianie)
i mechanicznych (modelowanie, czesanie) towarzyszgcych codziennej
pielegnacii wiosow.

Podobnie jak w przypadku tracia na powierzchni otoczek rowniez na ich
krawedziach warto$ci tarcia wzrastaty po zastosowaniu odzywki. Potwierdza
to tworzenie sig depozytow odzywki u podstaw warstw otoczek.

Wysokos¢ komorek ostonki analizowano za pomoca przekrojow obrazu
ich topografii. Mierzono wysoko$¢ od podstawy komorek po ich krawedzie.
Stwierdzono, iz po zastosowaniu kosmetyku pielegnacyjnego wzrastata
wysoko$¢ tusek wiosa. Pomiary wykonano w wodzie dejonizowane;.
Powierzchnia wiosa ma fadunek ujemny, za$ osadzajaca sie na nich
odzywka - dodatni. Pod wptywem wody jej polarne czgsteczki otaczajg
i penetrujg w miescu gdzie skupia sig¢ hydrofilowy produkt kosmetyczny.
Odchylanie sie komorek ostonek wiosa moze zachodzi¢ takze pod wptywem
naprezen mechanicznych powstatych na skutek roznic w zawartosci wody
w poszczegblnych obszarach ostonek wiosa.

Mikroskopia AFM
w badaniu komérek naskorka ex vivo

Innym przyktadem wykorzystania mikroskopii sit atomowych
w kosmetologii moze by¢ analiza komorek warstwy rogowej naskorka
(korneocytow) w tescie ex vivo. Technike mikroskopii sit atomowych stosuje
sie do oceny roznic w topografii, elastycznosci oraz sity adhezji korneocytow.

Rys. 3. Topografia powierzchni korneocytow w ujeciu 3D zebranych ze skory nie traktowanej (a) i traktowanej (b) kosmetykiem.

Tarcie

Do oceny tarcia mierzonego na powierzchni ostonek wykorzystano
pomiar napiecia uzyskiwany z uktadu optycznego. Srednia warto$ tarcia
wyznaczana byta za pomoca programu komputerowego opracowanego
przez producenta mikroskpu AFM. Po zastsowaniu produktu
kondycjonujgcego stwierdzono wzrost tarcia zarébwno w $rodowisku
suchym jak i mokrym. Wyttumaczeniem tego zjawiska opisanego
w literaturze [4,5] jest fakt, ze preparat kosmetyczny w skali nano
powoduje przyklejanie sie ostrza mikrobelki do powierzchni wiosa, co
przejawia sie wzrostem tarcia.

Tarcie na krawedziach komorek osfonki (,tusek”) oceniano poprzez
analize wartosci tarcia zarejestrowanego na przekrojach obrazu tarciowego.
Zestawiano wielko$¢ tarcia na krawedziach komorek wzgledem tarcia
Sredniego. Uzyskane wyniki wskazujg na fakt, ze sity tarcia na osfonkach
wiosa osiggaja swoje maksymalne wartosci wiasnie na krawedziach.
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Marteiat badawczy zostaje pobrany z powierzchni skory ochotnikéw metodg
tape-stripping. Polega ona na zebraniu komoérek naskérka za pomocg
specjalnych krazkéw wykonanych z tasmy adhezyjnej. Analizowane
komarki zbudowane sg gtownie z kreatyniny i majg srednice ok. 4 ym oraz
grubos¢ okoto 0,1 pm. Probki do badan pobrano od kobiety 30 letniej przed
rozpoczeciem kuracji kosmetycznej oraz po 5 dniach stosowania kremu
nawilzajgcego.

Pierwszg oceniang cecha korneocytow byta zmiana w morfologii samych
komorek (Rysunek 3). Efektem dziatania kosmetyku byto wygtadzenie
powierzchni korneocytow.

Drugim analizowanym parametrem byt pomiar wielkosci Modutu
Younga. Jest to wspotczynnik okreslajacy sprezystosé (elastycznoscé)
badanego materatu. Modut Young'a korneocytéw wyznaczono na podstawie
zarejestrowanych krzywych ,sita-odlegtos¢” - czyli zaleznosci wychylenia

sprezynki w funkeji wzglednego potozenia skanera piezoelektrycznego, na b




: )ktc')rym umieszczono probki. Wychylenie sprezynki odzwierciedla wielkosé
sity dziafajgcej miedzy ostrzem sondy, a powierzchnig badanej probki. Do
wyznaczenia wielksci Modutu Young'a postuzono sie modelem JKR (Johnson-
Kendall- Roberts) [6] przy zatozeniu gtebokosci indentaciji wynoszacej 10 nm
(zgodnie z danymi literaturowymi dotyczacymi badan nad korneocytami )[7].

Uzyskane wyniki badan wskazujg na istnienie statystycznie istotnych
roznic we wiasciwosciach mechanicznych korneocytéw pobranych po kuracii
kosmetycznej w porownaniu do probek kontrolnych. Korneocyty kontrolne
(nie traktowane produktem kosmetycznym) byty sztywnigjsze w stosunku
do korneocytow pobranych po 5 dniach kuracji kosmetycznej. Wykazano,
ze w przypadku korneocytow pobranych po kuracji kosmetycznej mozna
wyroznic dwie frakcje Modutu Youngia - o sztywnosci zblizonej do kontroli oraz
sztywniejsze. Frakcje o wyzszych wartosciach Modutu Young'a znajdowaty
sie na powierzchni komoérek.

Trzecig analizowang wartoscig byt pomiar sit adhezji, ktory polega na
oszacowaniu wielkosci sity jaka jest potrzebna do oderwania ostrza AFM
od badanej powierzchni - w tym przypadku od powierzchni korneocytow.
Wyniki badan wykazaty na podobny, jak w przypadku wartosci Modutu
Young'a, rozkfad sit adhezyjnych dziatajacych pomiedzy ostrzem skanera,
a powierzchnig komorek. Dla probek pobranych po kuracji kosmetycznej

Rys. 4. Obraz 3D topografii zywych komarek skory wiasciwej

pojawia sie frakcja charakteryzujaca sie silniejszymi oddziatywaniami ostrza
z ich powierzchnia.

Analiza AFM korneocytéw pobranych metodg tape-stripping wykazata,
76 po kuracji kosmetycznej stajg sie one bardziej gtadkie, sztywniejsze oraz
silniej do siebie przylegaja.

Mikroskopia AFM w badaniu komérek
skory wiasciwej in vitro

Komorki skory wiasciwej mozna takze ananlizowa¢ technikg AFM
w warunkach in vitro. Przebadano zywe komorki skory wasciwej wyizolowane
z wycinkow skéry pochodzgcych od kobiet w wieku: 20, 40160 lat. Dla kazdej
grupy wiekowej przebadano komorki kontrolne (hodowane w samej pozywce)
oraz komorki hodowane w obecnosci peptydéw stosowanych w preparatach
przeciwzmarszczkowych. Gelem badania byfa ocena wptywu peptydéw na
topografie komérek (Rysunek 4) oraz wyznaczenie ich Modutu Young'a.
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Oznaczanie Modutu Young'a prowadzono w komorze cieczowej, ktora .
umozliwia wykonywanie badan w warunkach fizjologicznych (w pozywce,
w ktorej komorki byty hodowane). Analiza polegata na zbieraniu i ocenie
krzywych sitowych. Monitorowane byty wychylenia ramienia z ostrzem
od skanera piezoelektrycznego z probka. Wychylenie to odpowiada sile
dziatajacej pomiedzy korcem ostrza, a powierzchnig probki. Wiasciwosci
elastyczne powierzchni charakteryzuje zalezno$¢ pomiedzy intendancja,
anaciskajaca sitg. Wiekszo$¢ materiatow odksztatca sie w sposob elastyczny
lub plastyczny. Szczegélnie podatne na takie odksztafcenia sg tkanki
zywe m.in. komorki. W przypadku braku deformacji powierzchni prébki
warto$¢ indentacji wynosi zero. W przypadku komaérek obserwuije sie mate
wychylenie ramienia z ostrzem, co jest spowodowane ugieciem tej elastycznej
powierzchni pod wptywem dziatajgcej sity (powstaje indentacja). Wielkosé
indentacji wyliczana jest dzieki porownaniu wartosci uzyskanych dla idelanie
twardych materiadw (np. szkfo w naczyniu hodowlanym) z tymi uzyskanymi
dla materiatu elastycznego (zywe komérki). Obrazowanie AFM badanych
komarek wykonano w trybie kontaktowym.

Wstepne wyniki wskazujg na wzrost wartosci Modutu Young'a
w przypadku komérek hodowanych w obecno$ci peptydu i pochodzacych
od 0s6b 20 i 40- letniej, przy czym najlepiej zareagowaty na stymulacje
sktadnikiem kosmetycznym komarki pochodzgce od osoby 40 letnie.

Podsumowanie

Opisane powyzej przyktady zastosowania mikroskopii sit atomowych
sg najnowszymi opisanymi przyktadami wykorzystania tej techniki
w kosmetologii. Badania metodg mikroskopii sit atomowych umozliwiajg
rzetelne i niezwykle precyzyjne okre$lenie wptywu produkiow kosmetycznych
(preparaty do pielegnaciji wioséw oraz emulsje kosmetyczne w/o i o/w),
badz poszczegolnych sktadnikow aktywnych stosowanych w przemysle
kosmetycznym na kondycje skory i wtosow.
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