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Skaningowa mikroskopia elektronowa
oraz mikroskopia sit atomowych

w badaniu wptywu produktow

kosmetycznych na uszkodzone todygi
wtosowe w obrebie owtosionej skory gtowy

Wstep

Zdrowe i pickne wlosy to po-
wszechny przedmiot pozadania,
a troska o nie jest dzisiaj nie tyl-
ko domeng kobiet — coraz czesciej
na rynek wprowadzane sa produk-
ty kosmetyczne dostosowane do
potrzeb meZzczyzn. Przemyst kos-
metyczny stara si¢ wyjs$¢ naprzeciw
rosngcym wymaganiom konsumen-
tow. Dzisiejszy uzytkownik oczeku-
je produktu najwyzszej jakosci,
o dobrze udokumentowanej, wyso-
kiej skutecznosci dzialania. Sytu-
acja ta wymusza na laboratoriach
kosmetycznych nie tylko tworzenie
innowacyjnych produktow, lecz
takze przeprowadzanie coraz wyz-
szej jakosci badan potwierdzajacych
ich dzialanie.

® Budowa mieszka wlosowego
(ryc.*l‘l

Ludzki wlos (capillis, pilus) skta-
da si¢ z:

- korzenia wilosa (radix pili) — je-
go czes$¢ thwigca w mieszku wloso-
wym,

- trzonu lub lodygi wlosa (corpus
vel scapulus pili) — cz¢$¢ widoczna na
powierzchni skory [1].

W przekroju poprzecznym wlos
charakteryzuje sie budowg war-
stwowa. We wlosach wiasciwych
wyroznia sie, patrzgc od zewnatrz:

a) oslonke zewnetrzna, przezro-
czysta, utworzong z bezpostaciowej
keratyny, ukladajacej si¢ w formie
tusek,

b) kore, ktéra stanowi cialo wlo-
sa, jest rowniez zbudowana z kera-
tyny i stanowi najwicksza czesé
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wiosa — jej grubosé moze si¢ wahac,
w zaleznosci od przynaleznosei et-
nicznej, od 40 do 100 pum,

c) rdzen, ktéry jest przestrzenig
centralng, pusta, z wyjatkiem kilku
rozproszonych komérek [2].

W dojrzalym wlosie czeé¢ rdze-
niowa (medulla  pili) wystepuje
w formie szczatkowej lub brak jej
catkowicie. Kora wiosa (cortex pili)
zbudowana jest ze $cisle przylegaja-
cych do siebie, utozonych podtuz-
nie, wrzecionowatych, zawieraja-
cych barwnik keratynocytow, ktore
tworza zasadniczg czeéc todygi wlo-
sowej. Kora wlosa odpowiada za
wlasciwosci mechaniczne wtlosa.
Zewnetrzne warstwy zrogowacia-
tych komorek naskorka nie przyle-
gaja do siebie tak scisle, jak w war-
stwie korowej, a nakladajac sie da-
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chéwkowato na siebie w postaci lu-
sek, tworza ostonke wilosa (cuticula).
Zabezpiecza ona wlos przed utratg
wody oraz decyduje o jego polysku,
co jest zwigzane ze zdolnoscia tej
warstwy do odbijania $wiatla [3].
Korzen wlosa objety jest struktu-
ra zwang mieszkiem wlosowym (fol-
liculus pili) [4]. W rozwinigtym
w pelni mieszku wlosowym, w obre-
bie skory owlosionej glowy, mozna
wyrézni¢ nastepujace czesci: bro-
dawke skorna, opuszke wlosa, micj-
sce przyczepu migénia przywlosne-
go, lejele (ujscie gruczolu lojowego)
i ujscie mieszka na powierzchni ské-
ry. Zasadniczg czeS$¢ mieszka wloso-
wego tworzy wewnetrzna i zew-
netrzna pochewka korzenia wlosa.
Ostonka wewnetrznej pochewki
wlosa ma budowe dachéwkowaty,
lecz tworzace ja tuskowate keraty-
nocyty zwrécone sa w przeciwng
strong niz w oslonce lodygi wlosa,
dzigki czemu te dwie warstwy zaze-
biaja si¢ i §cisle przylegaja do siebie.
Wewngtrzna pochewka Kkorzenia
wlosa otacza macierzyste wlosy
w opuszce i rozcigga sie az do lejka.
Petni ona wazng funkcje, podtrzy-
mujac wlos w czasie jego wzrostu
i zapewnia odpowiednia migkkoéc
todygi wlosowej. Pochewka zewne-
trzna korzenia wlosa otacza w calo-
sci mieszek wlosowy i powyzej lejka
przechodzi w naskérek. Zgrubienie
znajdujace si¢ na pochewce zew-
netrznej w miejscu przyczepu mie-
énia przywlosnego (bulge) jest miej-
scem wytwarzania komoérek pnia
mieszka wlosowego. Brodawka ské-
rna sklada sig¢ z komérek mezenchy-
malnych, gléwnie z fibroblastow,
i kontroluje proces wzrostu wilosa.
Przebieg tego procesu zalezy od zlo-
zonej interakcji pomiedzy brodaw-
ka skérna a macierza wiosa, ktore
wspdlnie tworzg opuszke wilosa.
Proces wzrostu wlosa regulowany
jest za pomoca cytokin, chemokin
oraz czynnikéw wzrostowych na-
czyn i nerwow. Komérki macierzy
wlosa, ulegajac intensywnym po-
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Skaningowa mikroskopia elektronowa

oraz mikroskopia sit atomowych w badaniu
wpltywu produktéw kosmetycznych

na uszkodzone todygi witosowe w obrebie
owtosionej skéry gtowy

STRESZCZENIE
Stowa kluczowe: SEM, AFM, morfologia wiosa

Celem pracy byta ocena przydatnosci technik mikroskopowych — skaningowej
mikroskopii elekironowej (SEM) i mikroskopii sil atomowych (AFM)) do oceny
efektow kuracji produktem kosmetycznym, przeznaczonym do wiosow znisz-
czonych.

W przedstawionym badaniu poddano analizie probki wiosow pobrane od pro-
bantéw przed kuracja, po pierwszym zastosowaniu oraz po 6 uzyciach testo-
wanego kosmetyku. Probki przebadano za pomoca skaningowego mikrosko-
pu elektronowego Zeiss LEO 1430VP oraz mikroskopu sil atomowych Biosco-
pe Il firmy Veeco.

Analiza SEM wykazala znaczng poprawe struktury lodyg wiosowych oraz obec-
nosé filmu ochronnego na ich powierzchni, ktory zabezpiecza wiosy przed ne-
gatywnym wplywem Srodowiska, a takze zapobiega mechanicznym uszkodze-
niom w czasie codziennych zabiegéw pielegnacyjnych.

Analiza AFM dostarczyla szczegolowych obrazoéw morfologii wiosa, ukazujg-
cych uszkodzenia oslonki oraz poprawe struktury fodygi wiosowej po zastoso-
waniu produktu kosmetycznego. W przeprowadzonej analizie wzigto pod uwa-
ge wlasciwosci mechaniczne todygi wiosa: chropowato$¢ powierzchni, srednie
tarcie na powierzchni i tarcie na krawedzi lusek, bedacych zrogowacialymi ko-
morkami keratynocytow, tworzacymi oslonke (cuticula) lodygi wiosa. Zmierzo-
no réwniez wysokost komérek ostonki (ich odstawanie od powierzchni fodygi).
Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie produkiu kosmetyczne-
go spowodowalo wzrost chropowatosci, wzrost $redniego tarcia oraz tarcia na
krawedzi ostonki wiosa w nanoskali. Zaobserwowano takze wzrost wysokosci
komorek ostonki prawdopodobnie w wyniku dzialania sil solwatacyjnych od-
dziatujgcych na przeciwnie natadowane fragmenty fusek oslonki wiosa. Rozni-
ce w rozkladzie fadunkéw elektrycznych na powierzchni todygi wiosa moga byc
spowodowane zastosowaniem produktu koesmetycznego.

Jakkolwiek przeprowadzone na niewielkiej grupie osob badania mialy charak-
ter pilotazowy, w swietle uzyskanych wynikow wydaje sie, ze SEM moze byc¢
przydatnym narzedziem do wizualnej oceny skutecznosci dziatania produkiow
kosmetycznych uzywanych do pielegnaciji wioséw. Natomiast w celu uzyskania
bardziej dokladnych oznaczen, nalezy wzig¢ pod uwage zastosowanie techni-
ki AFM, ktdra pozwala na ilosciowg analize parametréw badanego obiekiu.

Scanning Electron Microscopy
and Atomic Force Microscopy in the study
of damaged hair treatment

SUMMARY
Key words: SEM, AFM, hair morphology

The aim of this study was to evaluate the efficacy of using Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Atomic Force Microscopy (AFM) in the study of dama-
ged hair care product.

Analysis was performed for the hair samples collected before the treatment
and after first and sixth use of the tested product. The samples were then exa-
mined using Zeiss Scanning Eleciron Microscope LEO 1430VP and Bioscope

|
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Il Atomic Force Microscope from Veeca.

SEM analysis shows significant improvement in examined hair stem structure
and presence of the film on hair surface, which protects hair from the negative
impact of environmental factors and prevents its mechanical damage during
daily hair care.

AFM provided highly detailed morphology images of hair in water, showing di-
rectly mechanical damage of cuticles and conditioner adhered on the surface.
Mechanical parameters of hair were obtained — roughness, mean friction on
scanned surface and friction at the cuticule edge. Cuticule height at the edge
was also measured. Due to the presence of conditioner roughness and friction

| at the nanoscale increased. Cuticules height increased after treatment, most li-

kely due to the solvation forces acting at oppositely charged regions of condi-
tioned cuticule. SEM imaging is an excellent tool for visible efficacy asses-
sments of hair care products. For more accurate assessments in ambient con-
ditions it's better to use AFM imaging, because it allows a quantitative analysis

of investigated samples.

dzialom, réznicuja si¢ na komorki
lodvgi wilosowej i komorki wew-
netrznej pochewki korzenia wilosa.
Gorny brzeg brodawki skornej za-
wiera melanocyty, ktorych dendry-
tyczne wypustki wnikaja do macie-
rzy wlosa i przekazuja melanosomy
do keratynocytow lodvgi wlosowej.
Proces melanogenezy w mieszku
wlosowym odbywa si¢ jedynie w fa-
zie wzrostu wlosa, a koricowe zabar-
wienie wlosa zalezy od liczby, wiel-
kosci, transferu i rozmieszczenia
melanosomow [3].

Istnicja dwa typy melaniny: eu-
melanina  (barwnik brazowo-czar-
ny) i feomelanina (barwnik Zzélto-
-czerwony). Podstawowa rola mela-
niny jest ochrona przed szkodliwym
promieniowaniem UV, przy czym
efekt ochronny zalezy gléwnie od
ecumelaniny. Feomelanina ma dzia-
tanie fotouwrazliwiajace [5].

Ultafiolet i promieniowanie wi-
dzialne sa czynnikami wplywajacy-
mi na zniszczenia wloséw. Dostep-
ne dane mowia jednak, ze stopien
zniszezen jest zalezny od ich typu
i koloru. Efekt niszczacy promienio-
wania UVB byl okolo 2 do 5 razy
silniejszy (w zaleznosci od koloru
wlosa) w poréwnaniu do promienio-
wania UVA i promieniowania wi-
dzialnego [6]. Dla wszystkich ty-
pow wlosoéw wyvkazano znaczgce
zmiany ich koloru. Przeprowadzone
badania wskazuja na znaczne znisz-

czenie bialek budulcowych. Degra-
dacja bialek, bedgeych budulcem
wloséw  powodowana jest przez
Swiatlo o dlugosci fali 254-400 nm
[7]. Promieniowanie UVB powodu-
je rozpad bialek, zas UVA jest od-
powiedzialne za zmiany w kolorze
wlosow. Absorpcja promieniowania
przez fotowrazliwe aminokwasy we
wlosach oraz ich fotochemiczna de-
gradacja jest przyczyna powstawa-
nia wolnych rodnikéw. Maja one ne-
gatywny wplyw na bialka wloséw,
zwlaszeza keratyne. Melanina moze
czgsciowo zniwelowaé negatywny
wphyw wolnych rodnikéw i zabloko-
wac ich przedostanie si¢ do struktur
keratyny, a dodatkowo pochlania
i filtrujé nickorzystne promieniowa-
nie UV. Melanina jest zatem istot-
nym czynnikiem, ktéry w sposdb
posredni i bezposredni chroni bial-
ka wlosow przed zniszczeniami spo-
wodowanymi szkodliwym promie-
niowaniem ultrafioletowym [6,7].

® Zmiany strukturalne wlosow
spowodowane zabiegami pieleg-
nacyjnymi

Codzienna pielegnacja zapewnia
wlosom atrakcyjny wyglad i pobu-
dza ich wzrost. Jednak w niektorych
przypadkach zbyt intensywne lub
nieumicjetnie wykonywane zabiegi
piclggnacyjne moga spowodowac
znaczne uszkodzenia struktury wilo-
sow. Zbyt energiczne czesanie lub

szczotkowanie moze spowodowac
uszkodzenie ostonki, a nawet pozo-
stalych czesci lodygi wlosowej. Do-
tyczy to czesciej osob majacych
wlosy krgcone, np. rasy negroidal-
nej, u ktérveh takie dzialanie moze
spowodowacé rozszczep wezltowaty
wlosa (trichorrhexis nodosa). U kobiet
zmiany wystepuja najczesciej na
owlosionej skorze glowy, a u mez-
czyzn — na brodzie i wasach [1,3,8].

Nadmiernie czgste mycie wlosow
moze spowodowaé ich suchosé¢
i tamliwos¢, a zbyt intensywne uzy-
wanie suszarek elektrycznych i lo-
kowek moze by¢ przvczyng pows-
tania wloséw bankowatych (bubble
hair). W takich przypadkach obser-

Skora
wiasciwa
Gruczot
Migsien
naprezacz

Cebulka
wiosowa

Brodawka

Rye. 1
Budowa wlosa [4].
Hair structure [4].

Folodioda

Rye. 2
Schemat mikroskopu sit atomowych.

Schematic chart of Atomic Force
Microscope.
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wuje si¢ kruchosc i tamliwosé wio-
sow, a w badaniu mikroskopowym
lodyg wlosowych widoczne sg ob-
szary pozbawione keratyny, przypo-
minajace banki mydlane. Czasem
takze lodygi wlosowe ulegaja od-
ksztalceniu, przybierajac ksztalt bu-
merangu [3].

Farbowanie i stosowanie trwalej
ondulacji moze w istotny sposob
naruszac strukture fodygi wlosowe;.
Wigkszos¢ farb do wlosow zawiera
duza ilosé¢ skladnikéw o dzialaniu
draznigcym. Nicktore z preparatow
barwigcych wilosy pokrywaja po-
wierzchnie lodygi wlosa i sa zupel-
nie nieszkodliwe, podczas gdy inne
gleboko wnikaja w glab lfodygi wlo-
sow, powodujac jej uszkodzenie.
Preparaty rozjasniajace, takie jak
nadtlenek wodoru, powoduja utle-
nienie melaniny, réwnoczesnie osla-
biajac strukture wiosa. Dzialanie
preparatéw do trwalej ondulacji po-
lega na rozrywaniu wigzan dwu-
siarczkowych i innych wigzan che-
micznych istotnych dla utrzymania
trojwymiarowej struktury wloséw
oraz tworzenia nowych wigzan
w nowych miejscach. Obecnie uzy-
wane preparaty do trwalej ondulacji
zawieraja 8% tioglikanu amonu (pH
9,5), ktéry w temperaturze pokojo-
wej czgsciowo rozrywa lub tylko
oslabia wigzania dwusiarczkowe. Po
zmniejszeniu liczby tych wigzan
wlosy sg ukladane i w celu utrwale-
nia efektu — utleniane 0,5-5% roz-

Ryc. 3

tworem nadtlenku wodoru. Nastep-
nie pokrywajace wlosy substancje
zasadowe sa zobojetniane plynem
splukujacym o odczynie lekko kwa-
$nym. Obecnie jako czynnikéw re-
dukujacych uzywa si¢ estrow kwasu
tioglikolowego, ktére uwazane sg za
zwiazki o lagodniejszym dzialaniu
na wlosy i zabiegi trwalej ondulacji
uwazane sy za bezpieczne. Jezeli
jednalk plyn do trwalej ondulacji
w czasie zabiegu pozostanie na wio-
sach zbyt dlugo, ma zbyt wysokie
stezenie lub tez zabieg wykonywany
jest u osoby z wlosami o pierwotnie
oslabionej strukturze, lodygi wlo-
séw moga ulec powaznemu uszko-
dzeniu [3].

W przypadku prawidiowo wyko-
nanych, ale wielokrotnie powtarza-
nych zabiegéw farbowania, rozja-
$niania i ondulowania wloséw, mo-
ze dojs¢ do znacznego uszkodzenia
ich struktury (np. wezlowego rozsz-
czepu wlosow) na drodze kumula-
¢ji efektow ubocznych. Poniewaz
w normalnych warunkach stosowa-
nie substancji kosmetycznych nie
powoduje uszkodzenia mieszkow
wlosowych, nowo wyrastajace wlosy
sa zupelnie prawidiowe.

® Badania wlosow

Istnieje wiele metod stuzacych
do diagnostyki skory glowy i wilo-
sow. Opierajg si¢ na obserwacjach
mikro- i makroskopowych lodygi

i korzenia wlosa oraz owlosionej

skory glowy. Mozna podzielic je na
inwazyjne (biopsje skory), pétinwa-
zyjne (np. trichogram) oraz niein-
wazyjne (fototrichogram, badania
z uzyciem kamery wideo oraz ilo-
§ciowa i jakoSciowa ocene wlosow
wypadajacych). Nowe techniki to
obrazowanie mikroskopem elektro-
nowym (Electron Microscopy of
Hair), skaningowym mikroskopem
konfokalnym (Confocal Laser Scan-
ning Microscopy) badZ stosowanie
optycznego koherentnego tomogra-
fu (Optical Coherence Tomography)
[9-11].

Technikami stosowanymi w ko-
smetologii do oceny kondycji wlo-
sow w skali mikro- i nano- sg m.in.:
mikroskopia sit atomowych oraz
skaningowa mikroskopia elektrono-
wa, stosowana przez badaczy juz
w latach 90. ub. wieku. Obserwacje
w skali nano- umozliwiaja okresla-
nie zmian we wlasciwosciach me-
chanicznych oraz trybologicznych
wloséw na poziomie poszczegol-
nych komérek. Stanowig one nie-
zbedne zrédlo informacji, ktére po-
zwala na udoskonalanie i rozwdj
produktow kosmetycznych oraz
wnoszg znaczacy wkiad w rozwoj
kosmetologii i dermatologii.

® Skaningowy mikroskop elek-
tronowy (Scanning Electron Mic-
roscopy, SEM)

SEM jest rodzajem mikroskopu
elektronowego, w ktérym wigzka

Zmiany morfologii wloséw w trakcie kuracji przy zastosowaniu produktu 1581 (pow. 1000 x).
Morphelegical changes of the hair during treatment with the product 1581 (mag. 1000 x).
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Ryc. 4
Morfologia komorek oslonki wlosa.
Hair cuticule morphology.

elektronow, skupiona na powierzch-
ni badanej probki w plamke o $red-
nicy do 0,1 nm, omiata wybrany
prostokatny obszar powierzchni ru-
chem skanujacym, linia po linii
[12]. Wiazka elektronéw wytwo-
rzona w dziale elektronowym, jest
przyspieszana w polu elektrycznym
i skupiana przez soczewki elektro-
magnetyczne. Cewki odchylajace
nadaja jej ruch skanujacy. Elektrony
wiazki wnikaja w proébke na niewiel-
ka glebokos¢ (zaleznie od rodzaju
probki i energii elektronéw), ulega-
jac rozproszeniom. Niewielka liczba
clektrondw powraca, pozostale zas
traca swojg energie w roznego ro-
dzaju oddzialywaniach, przy czym
powstaja tzw. elektrony wtdrne.
Emitowane przez probke elektrony
wtorne lub wstecznie rozproszone
zostaja wychwycone przez detektor.
Svgnal wychodzgcy z detektora, po
wzmocnieniu, steruje jasnoscia wia-
zki elektronow poruszajacej si¢ po
ekranie monitora obrazowego, svn-
chronicznie z ruchem wigzki skanu-
jacej probke. Uzyskany obraz jest
zatem mapa intensywnosci emisji
elektronéw wtérnych lub rozpro-
szonych. Zastosowanie detektora
promieniowania rentgenowskiego
do tworzenia obrazu, sprz¢zonego

z analizatorem energii tego promie-
niowania, umozliwia dokonywanie
analiz chemicznych wybranych ob-
szarOw, a nawet uzyskanie mapy
skladu chemicznego fragmentéw
probki. Obrazy otrzymane SEM re-
jestruje si¢ coraz czesciej cyfrowo,
co umozliwia poddawanie ich roz-
nego rodzaju analizom ilosciowym.

SEM znalazl zastosowanie we
wszystkich niemal dziedzinach na-
uki i techniki, gdzie potrzebne sa
informacje o morfologii i skiadzie
makroobiektow: w laboratoriach
przemyslowych, kryminalistyce
oraz przemysle elektronicznym
(kontrola produkeji ukladow scalo-
nych) [12].

m Mikroskop sit atomowych
(Atomic Force Microscope, AFM)

Mikroskop sil atomowych jest
przedstawicielem klasy mikrosko-
pow skaningowych, skanujacych
powierzchni¢ probki za pomoca
sondy [13]. W przypadku AFM
sonda ma posta¢ ostrza umieszczo-
nego na plaskiej sprezynce (nazy-
wanej tez mikrobelka) o rozmiarach
ok. 100 nm. Ostrze to jest przesu-

:hPrZEd kuracjg

wane po powierzchni prébki i doci-
skane do niej przez przetwornik
piezoelektryczny, umozliwiajacy
przesuniecia z dokladnodcig ponizej
I nm (ryc. 2). W wyniku oddzialy-
wan ostrza z nierbwnos$ciami po-
wierzchni sprezynka ugina sig, a po-
przez zastosowanie prostego ukladu
optycznego wykonuje si¢ pomiar te-
go ugiecia i jego zamiang na sygnal
napicciowy. Kontroler dziatajacy
w petli sprzezenia zwrotnego utrzy-
muje stale ugigcie sprezvnki po-
przez wydluzanie lub skracanie
przetwornika piczoelektrycznego
podczas skanowania powierzchni.
Obraz topografii powierzchni uzy-
skiwany jest poprzez mapowanie
wartosci wydluzenia przetwornika
w kazdym punkcie polozenia sondy
na probee. Ponadto rejestrujac nie-
wielkie ugigcia sprezynki, mozna
utworzy¢ dodatkowy obraz, ktory
nie niesie wprawdzie informacji ilo-
Sciowej o probce, posiada jednak
bardzo dobry kontrast i rozdziel-
czo$¢. Taki tryb obrazowania, ze
wzgledu na bezposrednie oddziaty-
wanie ostrza z probka, nazywany
jest trybem kontaktowym. Umozli-

ug

Rye. 5

Przyktadowe obrazy komdrek ostonki wiosa, uzyskane za pomocqg AFM.
Example images obtained with AFM technique.
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wia on réwniez pomiar tarcia mig-
dzy ostrzem a badana probka i jego
rozklad na powierzchni, poprzez
monitorowanie bocznego skrecenia
sprezynki. Tym samym podczas ska-
nowania powierzchni mozliwe jest
jednoczesne rejestrowanie kilku ob-
razow dostarczajacych roéznego ro-
dzaju informacji (topografia, ugie-
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cie sprezynki i tarcie). W przypad-
ku probek migkkich, ktére w trybie
kontaktowym moglyby zostac usz-
kodzone, stosuje si¢ tryby bezkon-
taktowe i kontaktu przerywanego,
w ktérych sprezynka pobudzana
jest do drgan, a oddzialywania mig-
dzy igla a powierzchnig powoduja
zmiany ich amplitudy i fazy.

AFM posiada bardzo duza roz-
dzielczos¢, umozliwiajaca w przy-
padku niektorych probek rozroznie-
nie nawet pojedynczych atomow.
Jest to rowniez jedno z nielicznych
urzadzen umozliwiajacych pomiar
chropowatosci i wlasciwosci mecha-
nicznych w nanoskali, umozliwiajac
tym samym obserwacje istotnych
zjawisk ulegajacych uSrednieniu
w pomiarach makroskopowych.
Ogromny zaleta AFM w przypadku
badan biomedycznych jest mozli-
wos¢  przeprowadzania pomiarow
w cieczach i temperaturach fizjolo-
gicznych, jak réwniez jego integracj
z mikroskopia optyczng i fluore-
scencyjna. Ograniczeniem tej meto-
dy jest natomiast obrazowanie jedy-
nie wzglednie plaskich probek i diu-
gi czas pozyskiwania pojedynczego
obrazu [13].

Cel pracy

Techniki mikroskopowe sa uzy-
tecznymi narzedziami pozwalajacy-
mi w obiektywny sposéb ocenic¢
wplyw zastosowanych srodkow ko-
smetycznych na morfologie i topo-
grafie wlosow. Niniejsza praca kon-
centruje si¢ na dwach technikach:
skaningowej mikroskopii elektrono-
wej (SEM) oraz mikroskopii sil ato-
mowych (AFM). Przedmiotem ba-
dan byl wpltyw produktu do wlosow
zniszczonych w wyniku zabiegow
pielegnacyjnych na strukturg po-
wierzchni todygi wlosa oraz na
zmiany wlasciwo$ci mechanicznych
komérek ostonki wlosa, takich jak
tarcie na powierzchni wiosa, tarcie
na krawedziach ostonek, chropowa-
tos¢ oraz wysokos¢ komorek oston-
ki wlosa.

Materiaty i metody

m Przygotowanie probek

Wiosy do analizy zostaly pobra-
ne od ochotnikéw: przed pierwszym
zastosowaniem produktu kosme-
tycznego, po pierwszym zastosowa-
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niu oraz po szesciu jego zastosowa-
niach.

Wykorzystany w badaniu pro-
dukt kosmetyczny (1581) mial wia-
$ciwosci odbudowujace i poprawia-
jace strukture todygi wlosowej. Za-
wieral w swoim skladzie m.in. filtry
UV i maslo shea. Skladnik ten wy-
korzystywany jest w kosmetyce ze
wzgledu na jego doskonale wiasci-
wosci odzyweze. Maslo shea wygla-
dza wlosy i odzywia skore glowy,
przy czym nie tworzy tlustej war-
stwy. Ponadto nasladuje budowa
chemiczna naturalna warstwe lipi-
dowa, wytwarzang przez skore. Za-
warte w kosmetyku polimery katio-
nowe, pokrywajac lodygi wlosowe
zmieniaja ich strukture, dzigki cze-
mu wiosy staja si¢ migkkie w doty-
ku, latwe w rozczesywaniu i podat-
ne na modelowanie, zabezpieczaja
tez uszkodzone mechanicznie i che-
micznie lodygi wlosow.

Kosmetyk nakladany byl przez
ochotnikow na $wiezo umyte wlosy
i po kilku minutach spiukiwany.

W trakcie badania ochotnicy zo-
stali poproszeni o niezmienianie
ogolnego sposobu pielegnaci wlo-
sow, co mogloby mie¢ wplyw na wy-
nik testu. Probki wlosow do analizy
SEM pobrano od 8 kobiet w wieku
24-61 lat. Wszystkie ochotniczki
mialy lodygi wlos6w o naruszonej
ciaglosci ostonki, co bylo spowodo-
wane czgstym stosowaniem zabie-
gow mechanicznych i chemicznych.
Wiosy uzvte do testu zostaly zebra-
ne przez probantki podczas czesa-
nia z oczyszczonych uprzednio
grzebieni i szczotek do wlosow.
7 kazdej partii zebranych wlosow
losowo wybrano po 3 wlosy.

Do analizy SEM probki wlosow
o dlugosci ok. 1,5 cm umieszczano
na stolikach za pomocy pesety. Lo-
sowo pobierane wlosy napylano sto-
pem zlota i palladu. Preparaty ana-
lizowano przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego LEO
1430VP firmy Zeiss. Obserwacje
prowadzono przy powigkszeniach:

500, 1000, 2000 i 5000 razy.

Obrazowanie AFM (Bioscope 11
Veeco) wykonywano w trybie kon-
taktowym, zbierajac jednoczesnie
dane o topografii powierzchni wlo-
sa, kontrolera, ugiecie sprezyki oraz
tarcie. Wlosy umieszczano w wo-
dzie dejonizowanej, a komore cie-
czowy stanowila szalka Petriego
z przytwierdzony do zewnetrznej
czeéei dna zelazna plytka. Wilos
rozprostowany, ale nie naprezony,
byl przytwierdzony do dna za po-
mocg dwoch malych magnesow
neodymowych. Ze wzgledu na zna-
czne roznice morfologii réznych od-
cinkéw wlosa, obrazowanie kazdej
probki wykonywano w tym samym
miejscu, tj. ok. 1,5 em od cebulki.
Mikrobelke AFM ustawiono prosto-
padle do kierunku wiosa. Wlosy
kazdej osoby obrazowane byly
osobna sondg pomiarowsa w celu
uniknigcia  przenoszenia  zanie-
czyszezen miedzy probkami. Loso-
wo pobierano po trzy wlosy — dla
kazdego wlosa zarejestrowano 2 ob-
razy o rozmiarach 20 x 20 um, po-
chodzace z roznych miejsc. Przed
analiza kazdy obraz poddany zostal
zabiegowi odjecia krzywizny wiosa,
przyblizonej przez wielomian dru-
gieg‘o stopnia.

~

Wyniki i dyskusja

= Analiza obrazow SEM

Badanie wloséw przy uzyciu ska-
ningowego mikroskopu elektrono-
wego pozwolilo na oceng stanu
ostonki wlosa, ktéra jako warstwa
zewnetrza narazona jest na czeste
uszkodzenia.

Przed zastosowaniem produktu
wlosy ochotniczek charakteryzowa-
ly si¢ widocznymi uszkodzeniami
strukturalnymi oraz, wedlug stow
probantek, znaczng tendencja do
wypadania. Dachéwkowato ulozo-
ne komarki keratynocytéw (tzw. fu-
ski), z ktérych zbudowane sa oston-
ki wloséw, silnie odstawaly od po-
wierzchni wlosa, na ktérej widoczne
byly liczne pekniecia i rozwarstwie-
nia. Krawedzie komorek ostonek
byly ostro zakonczone, popekane
i rozwarstwione. Mozna bylo do-
strzec miejsca, gdzie struktura oslo-
nek wloséw byla na tyle zniszczo-
na, 7ze odkrywala glebsze warstwy
czeéci korowej wlosa. Dodatkowo
powierzchnia wloséw pokryta byta
mieszanka roéznych drobin i sub-
stancji ttuszczowych (ryc. 3 a).

Po pierwszej aplikacji testowane-
go produktu struktura powierzchni
wloséw ulegla wyraZznej poprawie.

i
2 4 6 8 10 12 14 16 18 ym

Rye. 8

Pomiar wartosci tarcia na krawedzi oslonki — strzatka wskazuje kierunek

skanowania.

The evaluation the friction at the cuticule edge.
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Zrogowaciale keratynocyty oslonek
wloséw staly si¢ bardziej przylegaja-
ce, a na powierzchni wlosa brak by-
to \\'idocznych rozwarstwien (ryc. 3
b). Powierzchnia wloséw byla po-
kryta dosy¢ grubg warstwa kosme-
tyku, co bylo zwigzane z jego przy-
leganiem do uszkodzonych miejsc
na powierzchni wlosa. Zaobserwo-
wano wnikanie kosmetyku w glab
lodygi wlosa w miejscach odstawa-
nia komorek ostonki oraz wypelnia-
nie ubytkéw powstalych w miej-
scach ich peknigé. Pielegnacyjne
skfadniki produktéw kosmetycz-
nych (tzw. kondycjonery) maja la-
dunek dodatni (np. kationowe srod-
ki powierzchniowo czynne), nato-
miast wlosy maja ladunek ujemny,
przez co przyciggaja dodatnie czast-
ki srodkéw pielegnacyjnych. Powo-
duje to latwe odkladanie si¢ depo-
zytow tych czastek na powierzchni
wlosow. Uszkodzone todygi wlosow
charakteryzuja sie wigkszym fadun-
kiem ujemnym, dlatego tez majg
wyzsze powinowactwo do kationo-
wych  $rodkéw  powierzchniowo
czynnych niz wlosy zdrowe [14].
Obserwowane wlosy mialy glad-
ka powierzchnig. W obrazie mikro-
skopowym komérki keratynocytow
oslonek wilosa (tzw. tuski) mialy re-
gularny uklad. Nie stwierdzono od-
stawania ani objawéw mechanicz-
nych uszkodzen ostonek wloséw. Po
szesciu aplikacjach kosmetyku wto-
sy pokryte byly jego cienkyg war-
stwa. Obecno$¢ produktu  stwier-
dzono jedynie na krawedziach ko-
morek osfonki. Takie usytuowanie
kosmetyku zabezpiecza komorki
oslonki przed ponownym odstawa-
niem i pekaniem. Cienka warstwa
ochronna nie obciazala wlosow, ale
skutecznie chronila je przed nega-
tywnym wplywem czynnikéw sro-
dowiska oraz uszkodzeniami me-
chanicznymi powstatymi w czasie
codziennej pielegnacji (ryc. 3 ¢).

® Analiza obrazéw AFM
W analizie AFM mozna zaobser-
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wowaé szczegbly morfologii wiosa,
jak réwniez ubytki po odlamanych
komoérkach ostonek. Obrazowanie
pokazuje ponadto osady na po-
wierzchni wlosa i tzw. ghost edges,
czyli odciski tusek gérnych warstw
ostonki, ktore ulegly odlamaniu, na
warstwach dolnych (ryc. 4 i 5).

1) Chropowatos¢ wiosa
Wyznaczenie $redniej chropowa-

tosci dla kazdej probki wlosa wvko-
nano przeznaczonym do tego przez
producenta AFM programem. Uzy-
skany obraz topograficzny stanowil
rodzaj mapy, gdzie kazdemu punk-
towi przypisano pewng wysokosc.
Jesli wszystkie te wartosci zostang
usrednione, to uzyskuje si¢ Srednig
wysokos$¢ danego obrazu. Réznica
migdzy $rednia wysokoscia obrazu
a wysokoscia w kazdym punkcie
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stanowi miare chropowatosci danej
powierzchni. W analizowanych po-
miarach wykorzystano jej wartos¢
skuteczng (pierwiastek Sredniej
lkavadratu tych roznic).

W czasie skanowania sonda
AFM, ktorej ostrze ma rozmiary po-
jedvnczych nanometréw, zaobser-
wowano obecnoéc grudek kosmety-
ku osadzonych na powierzchni wio-
sa po jego jednokrotnym uzyciu
(ryc. 3). W tej skali pojawienie sig
osadow produktu  skutkuje wzro-
stem pofaldowania powierzchni,
a co za tym idzie — réwniez wzro-
stem jej chropowatosci (ryc. 8).
Wzrost chropowato$ci w wyniku
kuracji pozwala zatem wnioskowac,
ze produkt kosmetyczny osadzil si¢
na powierzchni wlosa i utrzymuje
sie nawet po jego zanurzeniu w wo-
dzie.

Dotvchczasowe publikacije, ktore
omawialy obrazowanie wlosa za po-
moca AFM, wykazaly, Zze zastoso-
wanie preparatow kondycjonuja-
cych powoduje wzrost chropowato-
Sci wlosa w nanoskali [14,15].
Dzieje si¢ tak dlatego, Ze preparat
kosmetyczny nie pokrywa catej jego
powierzchni jednorodnie, lecz po
sptukaniu formuje grudki, skupione
najezesciej w zaglebieniach wlosa
— u podstawy i na zlaczeniach
warstw oslonki lusek. Dzieki temu
nastepuje wypelnienie ubytkow
ostonek tusek, powstalych podczas
uszkodzen mechanicznych, ter-
micznych (suszenie, prostowanie)
lub chemicznych (farbowanie wto-
sow). Zjawisko to potwierdza row-
niez eksperyment przeprowadzony
przez badaczy z Politechniki Fede-
ralnej w Zurychu i badaczy grupy
LOréal. Zniszczone w wyniku che-
micznego rozjasniania wilosy po-
traktowano odzywka zawierajaca
polimer PLL-g-PEG (Poly (l-lysine)-
-graft-poly (ethylene glycol)). Zas-
tosowane do pomiaru techniki in-
strumentalne (AFM, spektroskopia
XPS-X-ray Photoelectron  Spectro-
scopy oraz Mikroskopia Fluoroscen-
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cyjna) wykazaly nieréwnomierna
adsorpcje polimeru na prébkach
wlosow, wzdluz todygi wlosa. Od-
zywka koncentrowala sie w zagle-
bieniach pomig¢dzy kolejnymi war-
stwami  wchodzacymi  w  skiad
otoczki wlosa [16].

Najnowsze badania potwierdzily
wplyw procesu starzenia na topo-
grafic i wlasciwosci mechaniczne
wlosow. Obrazowane AFM wlosy
pobrane od oséb miodych mialy re-
gularng budowe, o wyraznie zazna-
czon¥eh krawedziach komorek os-
tonek iloséw. Budowa ostonek
wloséw osob miodych tez charakte-
ryzowala si¢ duzg regularnoscia,
czego nie obserwuije si¢ dla wlosow
pochodzacych od os6b w wieku doj-
rzalym — te wlosy mialy nieregular-
ng strukturg, z niewyraznie zaryso-
wanymi krawedziami komorek os-
tonek. Badania dowiodly réwniez,
7ze wraz z wiekiem wzrasta szorst-
kos¢ powierzchni oslonki, co po-
twierdza zmiany w topografii osto-
nek wilosa [17].

2) Tarcie na powierzchni wlo-
sa

Do oceny tarcia wykorzystano
informacj¢ o poprzecznym skrece-
niu sprezynki podczas skanowania

lodvgi wlosa w kierunku cebulki.
Miarg tarcia na powierzchni wlosa
byl poziom napigcia uzyskiwany
z ukladu optycznego. Informacja
o sredniej wartosci tarcia dla zareje-
strowanego obrazu z danej probki
byta wyznaczana za pomocg progra-
mu producenta AFM.

Dla pomiaréw prowadzonych
w $rodowisku suchym dotychczaso-
we badania wykazywaly wzrost tar-
cia na powierzchni wlosa po zasto-
sowaniu produktu kosmetycznego.
Powodem tego bylo powstawanie
menisku na stvku ostrza mikrobel-
ki z osadzong na wlosie warstwa ko-
smetyku i silnego oddzialywania
miedzy nimi [14]. O ile wigc kos-
metyk kondycjonujgey w makroska-
li dziala jak smar, to w nanoskali
powoduje przvklejanie ostrza mik-
robelki i wzrost tarcia. W §rodowi-
sku wodnym obserwowano podob-
ny efekt [16,18].

W naszych badaniach zaobser-
WOWano znaczny wzrost tarcia po
zastosowaniu produktu kondycjo-
nujgcego (ryc. 7). Wyniki sy zbiez-
ne z danymi z literatury.

3) Tarcie na krawedzi komorek

ostonki
Pomiaru tarcia dokonano takze
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na krawedziach komorek oslonki,
a wigc w miejscach, ktdre maja naj-
wiekszy wphw na gladkos¢ wlosa.
W tvm celu wykonano przekroj za-
rejestrowanego  obrazu  lateralnego
(tarciowego) i zmierzono wartosé
tarcia na krawedzi oslonki tuski
wzgledem jego Sredniego poziomu
(ryc. 8). Dla kazdego obrazu wyko-
nano tvle przekrojow, aby uwzgled-
ni¢ wszystkie znajdujace sig¢ na nim
krawedzie. Uzyskane wartoscei zos-
taly nastepnie usrednione.

Wykonana analiza wskazuje na
to, ze sily tarcia osiagaly najwyizsza
wartos¢ wlasnie na krawedziach ko-
morek. Tarcie w tvch rejonach bvlo
modvfikowane przez zastosowanic
produktu kosmetveznego. Podobnie
jak to mialo miejsce w przypadku
pomiaréw Sredniego tarcia calej ob-
razowanej powierzchni, tarcie na
lrawedzi tzw. tuski wzrastalo po za-
stosowaniu  badanego preparatu
(rve. 9). Fakt ten dowodzi, Ze bada-
ny kosmetvk w najwickszej ilosci
odkladal si¢ u podstawy komarek
oslonki.

4) Wysokos¢ komorek ostonki
wilosa

Wysokos¢ komarek ostonki ana-
lizowano, dokonujac przekrojow
obrazow topogratii keratynocytow
oslonki wlosa i mierzac ich wyso-
kos¢ od podstawy az do krawedzi
(rvc. 11). Wykonano tyle przekro-
jow, aby uwzglednic wszystkie znaj-
dujace si¢ na nim krawedzie. Uzy-
skane wartosci usredniono.

Wyniki analizy wskazuja, 7ze we
wlosach poddanych dziataniu ko-
smetyku komorki ostonki odchylaja
sic bardziej, niz ma to miejsce
w przypadku wlosow, ktore nie zo-
staly poddane kuracji (rve. 10).
Fakt ten jest sprzecznyi z wynikami
uzyskanymi za pomoca SEM. Roz-

bieznos¢ t¢ mozna jednak wyjasni¢
roznymi warunkami  dokonvwanej
oceny. Pomiary AFM odbywaly si¢
wwodzie dejonizowanej, a pomiary
SEM w prozni. Powierzchnia wlosa,
w wyniku pokrveia hydrofobowy
warstwa lipidow ma ladunek ujem-
ny, natomiast kosmetyk osadzony
na powierzchni wlosa, aby méc si¢
na niej skutecznie utrzymac, musi
mie¢ tadunek dodatni. Mozna za-
tem wysunaé hipotezg, Ze po
umieszczeniu pokrvtego kosmety-
kiem wlosa w wodzie polarne cza-
steczki wody otaczaja go, grupujac
si¢ i penetrujac jego powierzchnie
w miejscu, gdzie wystepuje hvdrofi-
lowy produkt kosmetyezny. Obec-
nos¢ wody prowadzi do zrywania
wiazait wodorowych w  keratynic
i wvdluzanie jej wlokien. Roznice
w zawartosci wody w réznvch ob-
szarach komoérek ostonki prowadzic
beda do powstawania w nich napre-
zen mechanicznych, skutkujacych
ich odchylaniem si¢. Poniewaz efekt
ten moze wystepowac jedynie w wo-
dzie, nie ma to wplywu na gladkos¢
wiosa po normalnym zastosowaniu
kosmetvku, splukaniu go i wysusze-
niu wlosow. Dadatkowo odchylanie
komérek osltonki sprzyja wypluka-
niu zabrudzen podczas mvcia wio-
sow, a takze ulatwia przenikanie
skladnikow aktywnych w glab wlo-
sa. Wynik ten, podobnie jak pomia-
ry chropowatosci i tarcia dowodzi,
ze zastosowany kosmetyk osadzil
si¢ na wlosie i pozostal na nim row-
niez po zanurzeniu w wodzie dejo-
nizowanej.

Whioski

Techniki mikroskopowe pozwala-
ja w sposob obicktywny ocenié
zmiany zachodzace w morfologii
i topografii wlosow. W przeprowa-

dzonvm badaniu autorzy zaobser-
wowali zmiany w chropowatoscei
wlosa, tarciu na powierzchni osto-
nek wloséw oraz na ich krawe-
dziach, a takze w ich przyleganiu
do glebszveh warstw czesei korowej
wiosa po zastosowaniu danego pro-
duktu o wlasciwosciach pielegnacyi-
nvch. O ile w skali nano (badania
technika AFM) wzrastala chropo-
wato$¢ oraz sily tarcia na po-
wierzchni wlosa i jego krawedziach,
o tvle w badaniu makroskopowym
todygi wiloséw bvly gladsze, miek-
kie w dotvku oraz bardziej podatne
na ukladanie [15].

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonego
badania mozna powiedzie¢, ze SEM
jest narzedziem umozliwiajacym wi-
zualng oceng skutecznosci dzialania
produktu pielegnacvinego do wlo-
sow. Za pomoca tej techniki mozna
obserwowa¢ zmiany w morfologii
lodvgi wlosa po zastosowaniu ko-
smetvku. W celu wykonania bar-
dziej dokladnveh analiz nalezaloby
przeprowadzi¢ badania techniky
AFM. Pozwala ona na ilosciowa
oceng parametrow morfologii oslo-
nek wlosa, takich jak chropowatosc,
tarcie i wysokosc.

AFM  stosuje si¢ w badaniach
malych obicktow (np. analizie po-
szezegolnyeh komorek wehodza-
cych w skiad oslonek wlosa, werv-
fikacji obecnosci kosmetvku oraz
jego rozmieszezenia na wlosie), na-
tomiast SEM pozwala na analize
wigkszveh obiektow (np. calego
wlosa) [19].

Zaprezentowane wyniki badan
przy zastosowaniu AFM i SEM mo-
ga by¢ przydatne w wiarvgodnej
ocenie skutecznosci stosowania pro-
duktéw do piclegnacii wlosow.
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