UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE FIZICA

SPECIALIZAREA FIZICA MEDICALA

LUCRARE DE LICENTA

Coordonator stiintific Absolvent

Conf. Dr. Zoltan Balint Tasnadi Teodora

2023



UNIVERSITATEA BABES-BOLYAI

BABES-BOLYAI TUDOMANYEGYETEM FACULTATEﬁDEFIZlCﬁ /
BABES-BOLYAI UNIVERSITAT " i Napors,Rodooosd §15( 125 2!

BABES BOLYAT UNVERSITY oo osa | o oz suoe 2 5

TRADITIO ET EXCELLENTIA www.phys.ubbcluj.ro

LUCRARE DE LICENTA

DETERMINAREA PROPRIETATILOR COLAGENULUI DIN PRODUSE
COSMETICE CU AJUTORUL MICROSCOPULUI HIPERSPECTRAL

Coordonator stiintific Absolvent
Conf. Dr. Zoltan Balint Tasnadi Teodora

2023



Abstract

Introducere

Obiectivul principal al acestei lucrari a fost acela de a determina proprietitile colagenului din doua
produse cosmetice si anume, o crema hidratanta si un ser de refacere. Diferentele dintre cele doua
probe au putut fi determinate si vizualizate atat optic, cu ajutorul microscopului Tmbunatatit in

camp Intunecat, cat si prin imaginile hiperspectrale obtinute.

Colagenul este o proteina structurald din organism, reprezentand 25 % - 30 % din cantitatea totala

de proteine. Acesta are efecte benefice asupra pielii, oferindu-i elasticitate si hidratare.
Materiale si metode

Am utilizat microscopul hiperspectral de la CytoViva imbunatétit cu cdmpul Intunecat pentru a
observa dacd existd diferente intre cele doud produse analizate si pentru a le observa
caracteristicile. In cadrul experimentului, prima dati am obtinut un set de date pentru crema, iar

apoi am obtinut un set de date pentru ser, ambele urmand sa fie analizate.

Pentru lucrare am folosit o crema antirid de noapte MULTI-COLLAGEN si un ser de refacere cu
colagen REVUELE. Pentru fiecare experiment, am pus un varf de pipetd cu cremad respectiv. 10

pL de ser pe lamele.
Rezultate

Optic, am observat o diferentd destul de evidentd In numarul de particule aparute si marimea
acestora. In cremi particulele sunt mai putine, dar de dimensiuni mai mari, in timp ce in ser am
descoperit mult mai multe particule, dar de dimensiuni reduse. Tn ambele cazuri este de preferabil
sa fie o Incapere cat mai Intunecoasd pentru a analiza optic, in timp real cele doud probe. Totusi,
este de mentionat ca, particulele de colagen din crema au fost mult mai usor de gésit comparativ

cu cele din ser.
Concluzie

Am demonstrat importanta utilizarii imaginilor hiperspectrale pentru integrarea colagenului in
produse cosmetice. Astfel, am oferit o explicatie pentru ca aceastd metodad sa fie utilizata ca

referinta pentru a analiza proprietatile colagenului in prosdusele cosmetice.



Abstract

Background

The main objective of this paper was to determine the properties of collagen in two cosmetic
products, a moisturizing cream and a replenishing serum. The differences between the two samples
could be determined and visualized both optically, using dark-field enhanced microscopy, and

through the hyperspectral images obtained.

Collagen is a structural protein in the body, accounting for 25 % - 30 % of the total protein. It has

benefical effects on the skin, giving it elasticity and hydration.
Material and methods

| used CytoViva’s hyperspectral darkfield-enhanced microscope to see if there are differences
between the two products analyzed and to observe their characteristics. In the experiment, |

obtained a data set for the cream and then a data set for the serum, both of wich were to be analysed.

For the paper | used a MULTI-COLLAGEN night anti-wrinkle cream and a REVUELE collagen
replenishing serum. For each experiment, | put a pipette tip of cream respectively 10 uL of serum

on the slides.
Results

Optically, I noticed an obvious difference in the number of particles appearing and their size. In
the cream, the particles are fewer but larger in size, while in the serum there are more particles but
smaller in size. In both cases it is preferable to have a workplace as dark as possible in order to
analyze more easily the two samples in real time. However, it is worth mentioning that the collagen

particles from the cream were much easier to find compared to those from the serum.
Conclusion

I have demonstrated the importance of using hyperspectral imaging to integrate collagen into
cosmetic products. Thus, we have provided an explanation for this method to be used as a reference

to analyze the properties of collagen in cosmetic products.
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Introducere

Microscopul In camp intunecat Tmbundtdtit cu spectrometru imagistic reprezintd o tehnologie
relativ noud, care a avansat continuu in ultimii ani. Aceasta metodd combind doud abordari
puternice, si anume microscopia in cadmp Intunecat si imagistica hiperspectrald, pentru a permite

detectarea particulelor micro si nano in medii complexe.

Obiectivul acestei lucrdri este acela de a detecta particule de colagen din componenta unui ser de
refacere pentru piele si a unei creme hidratante cu ajutorul acestei tehnici. Particulele de colagen
sunt integrate in formularea produselor cosmetice deoarece ajutd la refacerea pielii, confera

acesteia rezistentd, elasticitate si capacitate de regenerare.

Capitolul 1 — incepe cu un scurt istoric, dupa care sunt prezentate notiuni introductive despre
metoda inovativa care combina doud abordari, si anume microscopia optica In camp Intunecat si
imagistica hiperspectrald; este prezentat sistemul de lucru CytoViva si de asemenea, achizitia

imaginilor hiperspectrale.

Capitolul 2 — incepe cu o prezentare generala a colagenului, tipurile de colagen care exista si
tipurile de colagen care s-au folosit in aceasta lucrare, sunt prezentate proprietatile colagenului si

rolul colagenului Tn formularea produselor cosmetice.

Capitolul 3 — prezinta descrierea in detaliu a materialelor folosite si a metodei experimentale, aici
intrand procurarea probelor si pregatirea acestora, parametrii de achizitie a datelor si programele

de analiza si procesare a informatiilor aflate.

Capitopul 4 — prezinta rezultatele obtinute in urma imaginilor atat optice cat si hiperspectrale
achizitionate a particulelor de colagen din produsele cosmetice studiate. Finalizand cu o scurta
discutie despre tehnica inovatoare folositd care desi are niste limitari, prezintd totusi progrese

semnificative Tn domeniu.
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Determinarea proprietatilor colagenului cu ajutorul microscopului

hiperspectral

Microscopia hiperspectrala este rezultatul combinatiei dintre imagistica hiperspectrala,
microscopia in camp intunecat si un software de calculator, avand scopul de a identifica cat mai
rapid materialele la scala micro si nano. Aceasta tehnica nu este utilizata doar pentru verificarea

prezentei nanomaterialelor, ci si pentru localizarea acestora, identificarea si caracterizarea lor. [1]
1. Imagistica hiperspectrala in cAmp intunecat
1.1 Scurt istoric

Termenul ,,imagini hiperspectrale” a fost mentionat pentru prima data de Goetz (1985) pentru a
realiza o identificare directd a materialelor de suprafata sub forma de imagini. Un factor cheie in
avansarea tehnologiei hiperspectrale a fost inventarea primului CCD sau a dispozitivului cuplat la

sarcind in 1969 de George Smith si Willard Boyle

Aparitia imaginilor hiperspectrale in anii 1980 a reprezentat un pas important in tehnologia de
imagistica si analizd a datelor. (AIS) spectrometrul de imagistica aeropurtatd dezvoltat de
Alexander Goetz Impreuna cu echipa sa de la Laboratorul de propulsie cu reactie (JPL) al NASA

st Institutul de Tehnologie din California a fost una dintre primele inovatii in acest domeniu.

Tnanul 1983, JPL a creat spectrometrul hiperspectral Airborne Visible/Infrared Imaging (AVIRIS)
pentru a extinde capacitatea de masurare a spectrometrelor de la sol in spatiul aerian, pe platforme
aflate in miscare. AVIRIS a inregistrat pentru prima data imagini spectrale in anul 1987 si a fost
primul spectrometru de imagisticd, care a masurat spectrul reflectat de la soare in intervalul de

lungimi de unda cuprins intre 400 nm — 2500 nm, cu intervale de 10 nm (Goetz, 1995).

-----

calibrare si colectare a datelor, ceea ce a permis dezvoltarea altor instrumente multispectrale si
hiperspectrale, atat pentru utilizarea la sol, cat si in aer, pe platforme aeriene. Aceste sisteme au
deschis noi perspective in ceea ce priveste analiza detaliatd a compozitiei si proprietdtilor
obiectelor si mediului inconjurdtor, avand aplicatii In diferite domenii precum monitorizarea
mediului, cartografierea terenurilor, detectarea resurselor naturale, monitorizarea culturilor

agricole si multe altele.
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Pentru Inceput, imagistica hiperspectrald a fost dezvoltata pentru aplicatii de teledetectie, dar apoi

si-a gasit rolul in multe alte aplicatii, cum ar fi geologie, farmaceutic, medical. [2]

1.2 Introducere

Desi exista alte metode conventionale disponibile, detectarea si identificarea cat mai rapida si non-
distructiva a probelor nanodimensionate in organisme, tesuturi si celule reprezintd incd o
provocare continud in domeniul cercetarii. Aceste abordari pentru imagistica si caracterizarea
nanoparticulelor, cum ar fi microscopia cu sonda electronicd, ne ofera o rezolutie excelenta si
capacitati foarte bune de analizd chimicd. Cu toate acestea, imagistica si detectarea
nanoparticulelor in situ, de exemplu Tn celule vii izolate, microorganisme, etc. folosind
microscopia electronica, sunt foarte greu de realizat deoarece este nevoie de o pregatire elaborata

a probelor care necesita fixare chimica, colorare de contrast, etc. [3]

Prin urmare, este necesara o abordare diferitd care sa permitd imagistica si diferentierea
particulelor la scard nanometrica din probe. Imagistica hiperspectrald combinata cu microscopia
in camp intunecat reprezintd o abordare opticd inovatoare care combind doud tehnologii diferite

pentru a obtine informatii detaliate despre mostrele analizate.

Optica in camp luminos este o tehnicd de microscopie care se bazeazd pe iluminarea luminii
transmise prin proba. Aceastd metodd este ideala pentru obiectele care absorb lumina si se
deosebesc pe un fundal neabsorbant. In optica in cAmp luminos, din cauza luminii transmise exista
unele limitari. Aceastd metoda poate fi utila pentru vizualizarea generald a probelor, dar exista

limitdri in ceea ce priveste rezolutia optica, raportul semnal-zgomot si focalizare.

Dimpotrivd, microscopia in camp intunecat ia in considerare doar lumina reflectata de proba,
eliminand astfel zgomotul de fond. Principiul de baza al acestei metode este iluminarea indirecta
a probei si, la interactiunea lor, este colectata doar lumina reflectata sau imprastiata. Un disc de
dimensiuni speciale blocheaza iluminarea, astfel incat numai razele oblice lovesc proba, permitand
vizualizarea distinctd a obiectelor cu indici de refractie similari ca fundalul. Aceasta caracteristica

prezintd interes mai ales pentru examinarea probelor biologice fara substante de contrast. [3]
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Imagistica hiperspectrald este o aplicatie care se regaseste Intr-o varietate de domenii stiintifice si
tehnologice, cum ar fi geostiinte, astronomie, agricultura, supraveghere. HSI combina informatiile
spectrale si spatiale intr-o singurd masuratoare, furnizand un cub de date hiperspectral care contine
informatii detaliate despre proprietatile spectrale si distributia spatiala a obiectelor. Combinatia
intre metodologia de imagistica hiperspectrald si microscopia in camp Intunecat ofera avantaje
semnificative 1n studiile optice la scard nanometricd. Microscopia In camp intunecat permite
vizualizarea obiectelor care absorb lumina intr-un fundal intunecat iar prin adaugarea
capabilitatilor HSI, este posibild obtinerea de informatii spectrale detaliate despre proba analizata.
Desi cele douda metode au fost utilizate separat de multi ani, combinatia acestor doua tehnici intr-

o modalitate unica a aparut mai recent. [4]

1.3 Imagistica hiperspectrala

O definitie comuna a imagisticii hiperspectrale este combinarea informatiilor spatiale masurate de
la distantd cu analiza spectrald, furnizdnd o imagine completa si detaliatd a obiectelor analizate.
Prin maurarea simultand a caracteristicilor fizice si chimice, acest sistem oferd o perspectiva

cuprinzatoare asupra obiectelor cu privire la forma, dimensiune, aspect, culoare si compozitie.

Este de mentionat ca imagistica hiperspectrald este o divizie din 3 clase de imagini spectrale,
celelalte doua fiind imagistica multispectrala si ultraspectrala. In toate cazurile, un set de imagini
ale aceluiasi obiect reprezintd o imagine spectrald iar diferentele sunt caracterizate de numarul de

benzi si forma spectrului obtinut.

Imagistica hiperspectrala difera fata de imagistica multispectrala prin rezolutia obtinuta si numarul
de benzi. In cazul sistemului multispectral, numarul de benzi este foarte mic (in general mai putin
de 10 benzi) in timp ce sistemul hiperspectral este caracterizat de sute de benzi plasate la distante
egale. Prin urmare, sistemul multispectral ne oferd un spectru real pentru fiecare pixel al imaginii,
in timp ce, fiecare pixel din imaginea hiperspectrala are propriul spectru complet. Tn concluzie,
cantitatea de date obtinute din imaginea hiperspectrald ne ofera informatii calitative despre

compozitia chimica si fizica a imaginilor de interes. [2]

Principiul de baza pe care se bazeaza imagistica hiperspectrala este acela ca, datoritd compozitiei

chimice si a structurii fizice, toate materialele reflecta, absorb, imprastie si emit energie
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electromagnetica la diferite lungimi de unda. Aceasta insusire se intituleaza semnatura spectrala

sau pur si simplu spectru.

Semnatura spectrald a unui material reprezinta un set unic de valori a caror comportament de
reflexie, absorbtie sau transmisie este reprezentat in functie de lungimea de unda. Aceasta este
reprezentatd sub forma de curba si se numeste semnaturd spectrald a materialului analizat.
Analizand semnatura spectrald a unui material, putem sd obtinem informatii despre proprietatile
fizice sau compozitia chimica. Caracteristicile spectrale pot indica prezenta anumitor substante,
de exemplu, absorbtia specifica aflatd la anumite lungimi de unda poate sa indice prezenta unui

anumit compus chimic.

Dupa ce datele hiperspectrale sunt procesate, se poate identifica locatia caracteristicilor care au
anumite semnaturi spectrale si apoi se poate cartografia distributia spatiald si gradientul atributelor

specifice. [5]

1.4 Microscopia in camp intunecat

Atat microscopia In camp luminos, cat si microscopia in camp intunecat folosesc lumina pentru a
vedea o proba si pentru a o analiza, dar asemanarile se opresc aici. Principiul de functionare al

acestora este foarte diferit. [9]

Microscopia in cdmp luminos este cea mai simpld microscopie bazatd pe transmisia luminii. Proba
este iluminata de jos si observata de sus iar contrastul in esantion este generat de absorbtia luminii
in zonele dense ale specimenului. [10] Tehnic vorbind, aceastd tehnica este perfectd pentru
vizualizarea specimenelor care absorb radiatia luminoasd si apar pe un fundal intunecat, non-
absorbant. Totusi, aceastd metoda are si ea limitarile ei, cum ar fi rezolutie optica scazutd, raport

semnal-zgomot scazut, claritatea imaginii. [5]

Pe de altd parte, microscopia in cAdmp intunecat profitd de iluminarea oblicd pentru a spori
contrastul specimenelor care nu pot fi vizualizate in conditii normale de iluminare. Un disc opac
este plasat intre sursa de lumina si lentila condensoare; acesta are rolul de a bloca o parte din
lumina, astfel formindu-se un “con gol de lumina”. Razele oblice de lumind care trec prin
specimen sunt refractate, reflectate sau imprastiate rezultdnd o imagine luminoasa a specimenului

pe un fundal Tntunecat. [11]

10
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In urmatoarea imagine se poate observa cu usurinta in figura din dreapta imbunatatirea contrastului

prin suprapunerea unui semnal stralucitor pe fundalul intunecat.

Fig. 1.1 Huminare Tn camp luminos (stanga) vs iluminare in cdmp intunecat (dreapta) a

unor fibre de nailon. [12]

1.5 Condensorul in camp intuncat

Este cert cd microscopia in cdmp intunecat imbunatateste limitele de detectie a imaginilor fata de
tehnicile utilizate standard. Din acest motiv, cu iluminatorul intunecat imbunatatit (EDF)
CytoViva a imbunatatit performanta microscopiei in camp intunecat. Pe scurt, optica imbunatatita
a campului Intunecat de la CytoViva le permite oamenilor sd vada lucruri pe care nu le-au putut
vedea pand acum. Le permite oamenilor sd observe la scald nanometrica rapid si usor celule vii,
tesuturi si matrici bazate pe materiale. In plus, celulele vii, nefluorescente si agentii patogeni pot
fi observati cu usurinta la un nivel de detaliu care nu este posibil cu tehnicile normale de imagistica
optica, de exemplu cum ar fi contrastul de fazd sau contrastul de interferentd diferentiald. Cu

aceastd imbunatatire, pot fi fotografiate pana si nanomaterialele de 10 nm — 20 nm.

11
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Objective
CytoViva's patented enhanced darkfield illumination system

was designed to overcome the light management in-efficiencies in standard
darkfield microscopy...

1. The light source is coupled directly to condenser system with minimal light loss

2. Collimating lenses and mirrors create perfected Koehler illumination that is R
permanently fixed and intemal to the system Slide

3. The resulting narrow oblique focal plane maximizes photons onto the sample

Annulus
4. Source light interference outside of the oblique angle focal plane is minimized

.. the result creates a 10x increase in scattering signal-to-noise?

Collimating

Lenses
Light Source

Mirror

Fig. 1.2 Modul de functionare a condensorului CytoViva [8]

Aceasta imbunatatire functioneaza prin ghidajul luminii, adica cuplarea sursei de lumina direct la
optica condensatorului de camp intunecat. Lentilele si oglinzile speciale colimatoare fixeaza
geometria luminii pentru a se potrivi cu cea a condensatorului. Se creeazd un unghi de lumina
foarte Ingust, oblic, care poate fi focalizat cu precizie asupra esantionului. Rezultatul se poate
observa in figura (b) de mai jos unde avem o imprastiere intensa de la mostre pe un fundal

intunecat. [8]

o Standard Darkfield Microscopy CytoViva Enhanced Darkfield Microscopy
240nm Polystyrene beads 240nm Polystyrene hgads

Fig. 1.3 (a) Microscopie Tn camp intunecat standard; (b) Microscopie in cdmp Tntunecat

imbunatatita [8]
12
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1.6 Sistemul CytoViva

Tehnologia microscopului hiperspectral de la CytoViva imbunatatita cu campul intunecat a fost
special dezvoltatd pentru caracterizarea spectrald si maparea spectrald a probelor la scald
nanometricd. Cu ajutorul acestei tehnologii, se pot realiza masuratori de la scald micro, la scala

macro.

Imaginile provenite de la microscopul hiperspectral sunt asemanatoare cu imaginile provenite de
la un microscop optic traditional, dar au o diferenta importantd: fiecare pixel al unei imagini
hiperspectrale oferd raspunsul spectral de reflectanta al zonei acelui pixel. Acest lucru permite

masuratori spectrale nedistructive ale probelor.

La o marire de 100x, o imagine de microscop hiperspectral poate contine pana la aproximativ
700.000 de pixeli, fiecare avand o dimensiune de 128 nm. Aceste date sunt inregistrate la
aproximativ 2 nm de rezolutie spectrala iIn domeniul VNIR, permitdnd masurarea diferentelor
spectrale minuscule de la pixel la pixel. Imaginile se pot achizitiona atat din probe biologice, cét

si din probe nanometrice din materiale.

Prin intermediul sistemului de imagistica hiperspectrala de la CytoViva, este posibila atat
achizitionarea intervalelor la lungimi de unda in infrarosu apropiat (VNIR 400 nm — 1000 nm) cét

si achizitionarea intervalelor in infrarosu in unda scurta ( SWIR 900 nm — 1700 nm). [6]

1.7 Componentele sistemului CytoViva

1. Sursa de lumina (de tip lampa cu halogen cu putere maxima de 150W. Emite radiatie in

domeniul electromagnetic de 400 nm - 2500 nm);

2. Ghidaj optic de transmitere a luminii;

3. Condensorul In cAmp intunecat (se afla sub masa motorizata);

4. Butoane de reglaj, reglaj fin;

5. Masa motorizata care se deplaseaza pe directiile x,y cu ajutorul joystick-ului de control;
6. Turela rotativa, lentile obiectiv;

7. Camerad optica, care permite vizualizarea probei in timp real;
13
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8. Spectrofotometru cu grila de transmisie in intervalul 400-1000 nm;

9. Pe computer rulam programul de vizualizare si analiza a imaginilor (ENVI 4.8).

Fig. 1.4 Componentele sistemului CytoViva — microscopul hiperspectral in camp ntunecat.

[luminarea intunecata imbunadtdtita CitoViva permite observarea rapida si usoara a probelor la

scald nanometrica intr-o gamd de mostre in starea lor nativa, fard a utiliza etichete sau alti markeri.

Aceasta tehnicd imbunatatitd a deschis noi posibilitati, permitandu-le cercetatorilor sa vizualizeze

nano constructii intr-o varietate de matrici de proba translucida cu claritate imbunatatita. [7]

1.8 Achizitia imaginilor hiperspectrale. Cubul de date tridimensional.

Termenul de “imagistica hiperspectrald” a fost folosit pentru prima datd pentru aplicatii de
teledetectie (observarea unei tinte de catre un dispozitiv fara contact). Abia la sfarsitul anilor 1990
aceastd tehnologie a devenit disponibila pentru alte aplicatii (alimentatie, agriculturd, produse

farmaceutice, arheologie, medicina, etc), cand a fost aplicata in asociere cu spectroscopia NIR.

Dupa cum stim, in spectroscopia NIR spectrele colectate sunt mediate pentru a furniza un singur

spectru iar astfel se pierd informatii importante referitoare la specimen.

14
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Datoritd dezvoltarii imagisticii hiperspectrale NIR (care este o combinatie intre spectroscopia NIR

si imagistica digitala) se pot obtine simultan informatii spatiale si spectrale. [7]

Analiza suprafetei unui esantion in imagistica hiperspectrala poate fi realizatda prin scanarea
hiperspectrald pushbroom ,,prin maturare”, care implica deplasarea unei lamele sau a platformei
motorizate n trepre mici de-a lungul unei directii spatiale (de exemplu directia x). Aceasta miscare
aduce zonele adiacente ale probei in pozitia reticulului, unde se inregistreaza imaginea spectrala.
In timpul acestui proces de scanare, se inregistreazi o imagine digitala pentru fiecare linie scanati,
n care sunt inregistrate spectrele punctelor de-a lungul directiei deplasarii. Prin repetarea acestui
proces pe suprafata esantionului, se obtin spectrele dintr-o zona bidimensionala a specimenului.
Aceastd abordare de scanare permite capturarea imaginii complete a esantionului si a spectrului
corespunzator fiecdrui pixel al imaginii. Acest lucru rezulta in obtinerea unui cub de date spectral,

in care avem doua dimensiuni spatiale si una spectrala. [13]

NIR

< Wavelength
A

£TF 2
S l‘\" 3
\ —_— Focusing }

2D detector arrays

Light
Source

Dispersive lens
Collimator  ¢lement (prism,
grating, etc.)

Entrance Slit
Front Lens

y (scanning direction)
Tissue sample

Fig. 1.5 Diagrama schematica a unui sistem de tip pushbroom [17]

La finalul scandrii, cubul de date va fi format din sute de linii. (Fig. 1.6 ) Cand scanarea este gata,
programul deschide automat cubul de date hiperspectral, care prin definitie este o recreatie RGB

(rosu, verde, albastru). Aceasta recreatie se bazeaza pe intensitatea spectrala provenitd din fiecare
pixel. [13]
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Color CCD
camera

Objective
lens

Spectrometer

acquisition

SPECTRAL PROFILE

>
A
T

Wavelength (nm)

A
T Diafragma
White light

Fig. 1.6 Diagrama generalizata a sistemului hiperspectral cu tehnologie in cdmp intunecat
imbunatatita. [lustrarea aparaturii experimentale (stanga) + achizitie cub de date hiperspectral

(dreapta)

Mai intai de toate, pentru a achizitiona o imagine hiperspectrald, trebuie sd fixdm lamela cu
specimenul pe care vrem sd-l analizdm pe masuta motorizatd a microscopului; alegem obiectivul
pe care il dorim apoi incepem achizitia imaginii optice in camp intunecat si in timp real. (Fig. 1.7)
(Atentie! Lumina trebuie sa fie directionatd catre ocularul microscopului). Astfel, putem sa
vizualizdm foarte usor specimenul si sd alegem zona de interes pentru pasul urmétor, si anume

scanarea hiperspectrala.

Fig. 1.7 Imagine in timp real vazuta prin microscopul CytoViva
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Ca sa putem incepe scanarea hiperspectrala, trebuie sd directiondm lumina care merge spre

ocularul microscopului, sa mearga spre camera HSI.

Fig. 1.8 Instrumentul pentru ghidajul luminii in microscop

Pasul urmator este sa deschidem programul ENVI 4.8. Se deschide fereastra de control a

microscopului hiperspectral (Fig. 1.9) unde avem de selectat urmatoarele:

Marirea obiectivului cu care urmeaza sa scanam proba. Lista prestabilitd in program este:
10x; 20x; 40x; 50x; 60x; 100x;
% Timpul de expunere, Tn secunde, pentru fiecare punct;
+» HSI filename — unde sa salvam fisierul;
«» Campul vizual corespunzator pentru scanre:
¢+ Scanare full — vom avea o scanare a imaginii cu inaltime si latime egale;

+ Scanare half — vom avea o scanare 1/2 din imaginea totald;

+ Scanare quick — vom avea 21 de linii scanate;

+ Scanarea numarului de linii stabilit de utilizator.

s |
@ CytoViva HSI Microscope Controls =
PCO HSI Control
Objective Magnffication 40x Settings
Exposure (sec) 0.2500
HSI Filename Choose
C:\Users\Babes Bolyai\Documents‘Student\Teodo
Field of View
OFfl OHaf OQuick (O Numberof Lines 696
Preview HSI Close
[ |

Fig. 1.9 CytoViva HSI Microscope Controls
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Dupa ce am introdus aceste setari, incepe scanarea HSI, adicd se deschide fereastra de
previzualizare hiperspectrala (Fig. 1.10) care contine histograma cu numarul de pixeli ai imaginii.
Acesti pixeli au valori cuprinse intre 0-valoarea maxima. Axa y (verticald) reprezinta lungimile de

unda capturate ale spectrelor iar axa x (orizontala) locatia pixelilor.

Fig. 1.10 Imagine cu fereastra de vizualizare cand proba este focalizata

In mod normal, dacd obiectele din imagine sunt focalizate foarte bine in ocularul microscopului,
atunci sunt focalizate si pe camera hiperspectrald. Aceasta previzualizare are rolul de a ne asigura

ca imaginea hiperspectrald scanata o sa fie clara si de calitate.

Apare o noua fereastra. Aici avem posibilitatea sd3 vedem cum cubul de date este construit in timp

real, precum si un grafic de intensitate spectrala asociat. (Fig. 1.11)

Line 18/696 Cancel

[

Fig. 1.11 Imagine reprezentativa cu modul de captura a hipercubului in timp real
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Acum incepe scanarea (se achiztioneaza liniile individuale presetate ale imaginii HSI) pana cand
se ajunge la sfarsitul zonei predeterminate. Cand scanarea este finalizatd, se deschide automat

imaginea hiperspectrala. (Fig. 1.12)

Fig. 1.12 Imagine reprezentativa pentru imaginea hiperspectrala cu 3 tipuri de zoom

Dupa finalizarea scanarii, software-ul ENVI 4.8 deschide cubul de date hiperspectral ca o recreere
rosu, verde, albastru (RGB) care se bazeaza pe intensitatea spectrala masurata pe fiecare pixel in

parte din imagine.

Dand click dreapta si apoi ”Z profile” pe pixelii care se suprapun cu zona pe care vrem sa o
analizam, putem sa vizualizam graficele spectrelor. (Fig. 1.13) Aceste spectre pot fi salvate mai

apoi sub forma de fisiere pentru a crea o biblioteca sau pentru a fi analizate mai amanuntit.

=~ =aA
)

aoc 100

4Q0 200 s00 700

Q. 70 8
Wavelength

Fig. 1.13 Imagine reprezentativa pentru graficele spectrelor
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Acest soft ne ofera posibilitatea de a compara spectrele dintr-0 imagine cu un numar mare de probe
sau cu un esantion. Totodata, putem sd construim o biblioteca spectrald de elemente ale unor

specimene, iar cu aceasta biblioteca sa fie mapate in alte probe necunoscute.

Hipercub, cub spectral sau cub de date sunt termeni sinonimi folositi pentru intelegerea

conceptului de imagine hiperspectrala. [2]

Tn mod normal, un cub de date este generat in intervale de timp de secunde sau minute (depinde
de timpul de expunere folosit) si poate sa contina sute de mii de pixeli, fiecare avand dimensiunea

de cativa nanometri. [3]

Imaginile hiperspectrale sunt prin definitie un cub de date tridimensional unde axele x si y

reprezintd dimensiunile spatiale iar axa z reprezinta lungimea de unda. [14]

Principiul de baza pe care se bazeaza imagistica hiperspectrala este acela ca, din cauza structurii
fizice si a compozitiei chimice, orice material interactioneazd cu radiatia electromagnetica.
Aceastd proprietate se poate intitula amprenta spectrald, semnatura spectrald sau doar spectru.
Putem folosi aceasta amprentd spectrala pentru identificarea, compararea sau caracterizarca
diferitelor tipuri de probe. [16] Spectrele obtinute se pot folosi pentru analize sau se pot salva pe
post de biblioteci spectrale. [13]

./t/} I
Vo b
Hypercube *%,
%

4

A
g B
o
2 W \
%
o

e < >

uv NIR X

Wavelength A

Fig. 1.14 Reprezentare grafica a cubului de date hiperspectral [15]
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2. Colagen

Colagenul este cea mai abundenta proteina structurald din corpul mamiferelor si reprezinta
aproximativ 25% - 30 % din cantitatea toatala de proteine. Acesta se gaseste in general in spatiul

extracelular, adica n tesuturi conjunctive fibroase, cum ar fi piele, ligamente sau tendoane. [18]

2.1 Prezentare generala

Denumirea de “colagen” este utilizatd pentru a descrie o familie de proteine care au in comun
capacitatea de a forma structuri in forma de triplu helix, care constau in trei lanturi polipeptidice.
Toate aceste structuri din familia colagenului formeaza aranjamente supramoleculare aflate in

matricea extracelulara iar distributia lor tisulara, forma si functia lor variaza. [25]

Colagenul este prezent in matricea extracelulara (ECM) din diferite tesuturi conjunctive, de
exemplu piele, cartilaje si tendoane sau oase. Acesta este principala proteina structurala regasita

n corpul mamiferelor.

Lanturile de colagen mentionate mai sus sunt alcdtuite In mod normal din secvente repetitive de
aminoacizi Gly-X-Y unde avem aminoacidul glicind ”Gly”, iar X si Y sunt prolina si respectiv 4-
hidroxiprolina, sau alti aminoacizi in functie de tipul de colagen. Lanturile alfa (o) ale colagenului
variazd in compozitie si lungime. Aceasta se datoreaza frecventei de repetitie a secventei

Gly-X-Y si lungimii segmentelor care contin aceasta secventa. [20]

Cele trei lanturi polipeptidice ale colagenului sunt infdsurate unul in jurul celuilalt (exemplu in
Fig. 2.1) formand o tripla elice regulata iar molecula de colagen generata in final este asemanatoare

unei coarde care are lungimea de 300 nm (3000 A) si diametru de 1.5 nm (15 A). [23]

Fig. 2.1 O mica portiune de colagen, colorata in functie de atom (stanga) si colorata pentru a

evidentia cele trei lanturi polipeptidice (dreapta) [22]
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2.2 Tipuri de colagen

Lungimea regiunilor elicoidale si a lanturilor alfa variaza in functie de tipurile de colagen. Exista
5 tipuri principale de colagen: colagen de tip I, 11, 11, IV si V. Primele 3 tipuri de colagen constituie
90% din totalul de colagen din organism, formeaza structuri ordonate, cum sunt fibrilele si se

gasesc in tesutul conjunctiv. [23] Alte structuri ordonate sunt retelele (colagen de tip IV). [19]

a)

Collagen
Type

Fibrillar Collagen

Location

skin, bones, tendons, cornea

gristle, vitreous body

skin, vessels, intestine, uterus

A" skin, bones, cornea, placenta
Xl gristle, intervertebral disc
KXV bones, cornea

gristle

Non-fibrillar Collagen

Collagen Location
Type
I\ basal membrane, capillaries
Vi bones, vessels, skin, cornea, gristle
Vil mucous membranes, skin, bladder,
umbilical cord, amniotic fluid
Vil skin, brain, heart, kidneys, vessels,
bones, gristle
IX cornea, vitreous body, gristle
X gristle
Al gristle, tendons, skin
X skeletal muscles, heart, eye, skin,
endothelial cells
XKV vessels, eye, nerves, tendons, bones,
skin, gristle
XV capillary vessels, ovaries, heart,
testicles, skin, placenta, kidneys
XVl heart, skin, kidneys, smooth muscle
XV skin
XV kidneys, lungs, liver
KX skin, kidneys, liver, placenta, spleen,
prostate gland
XX comneal epithelium
XX stomach, kidneys, vessels, heart,
placenta, skeletal muscles
XX tissue connections
XX metastatic carcinogenic cells
KXV eye, brain, heart, testicles
KXW testicles, ovaries
KXV nervous system cells
KXIX skin

Fig. 2.2 Localizarea a) fibrilara si b) nefibrilara a colagenului in tesuturi [24]
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.....

tip de colagen este cel mai comun tip de proteina si se gaseste in mod obisnuit in piele, oase,
tendoane, cornee, etc. [26] Lantul pro-alfal(l) este produs de Gena COL1AL. Prin combinarea a
doua lanturi pro-alfal(l), un lant pro-alfa2(I) (produs de gena COL1A2) se formeaza o molecula
de pro-colagen de tip | care este procesata de enzime din afara celulei. In urma procesarii acestor
molecule, acestea urmeaza s se aranjeze formand fibrile subtiri si lungi care sunt legate intre ele
in jurul celulelor. Din legaturile formate se genereaza o fibra matura si puternica de colagen de

tip 1. [27]

Unul dintre colagenii fibrilari majori apare ca fiind colagenul de tip 111, constituind aproximativ
5-20% din totalul de colagen din corpul uman. [29] Principala localizare tisulara a colagenului de
tip III este in derma si aortd. Structura moleculara a acestui tip de colagen este asemanatoare cu
cea a colagenului de tip I. Colagenul de tip III este un homotrimer) care contine trei lanturi a.1(III)
(monomeri) infasurate unul in jurul celuilalt intr-un triplu helix de dreapta (right-handed triple
helix). Acesti monomeri se numesc colagen de tip III si la oameni sunt codificati de gena COL3A1.

[30]

Membranele bazale au rolul de a asigura suportul structural al epiteliului, endoteliului, muschilor,
celulelor adipoase, etc. Toate membranele bazale contin colagen de tip I'V. [31] Structura fibrelor
este legatd in format ,,cap la cap” in loc sa fie paralela. De asemenea, i lipseste o glicind la fiecare
al treilea reziduu de aminoacid care este responsabil pentru helixul strans al colagenului, ca urmare
va fi mai flexibil decat alte tipuri de colagen. Colagenul de tip I se gaseste in proportii mari in toate
straturile dermice, in timp ce colagenul de tip IV se gaseste doar la nivelul membranei bazale a

jonctiunii epidermice. In ciuda acestei diferente, ambele sunt alterate in timpul imbatranirii. [32]

Colagenul, ca si elastina, este una dintre proteinele primare ale pielii. Colagenul ofera structura si
fermitate pielii dar din nefericire, nivelul lui incepe sa scada odata cu imbatranirea. [34] Colagenul
solubil apare ca fiind o proteina nativd si nehidrolizatd, derivatd din tesutul conjunctiv al
animalelor tinere. Acesta consta, in esenta, dintr-un amestec de precursori ai colagenului matur.
Are o structura trihelica si nu este predominant reticulat. Colagenul solubil din creme provine de

obicei din surse marine sau bovine. [35]

Colagenul hidrolizat este o proteind descompusa in aminoacizi individuali. Acest proces implica
fragmentarea colagenului in peptide mici cu greutate moleculara redusa, cuprinsa ntre 0.3-8 kDa.

Colagenul hidrolizat are avantajul de a fi mai usor de digerat si absorbit de organism, datorita
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dimensiunii moleculare reduse. Astfel, acesta poate fi eficient distribuit in diferite parti ale
corpului dupa absorbtie. Calitatea colagenului hidrolizat final depinde de metoda utilizata pentru

extragerea sa, care poate influenta dimensiunea moleculara medie a peptidei rezultate. [33]

2.3 Proprietatile colagenului si rolul acestuia in corpul uman.

Structura colagenului este similara cu cea a unei coarde. Trei lanturi de molecule de colagen se
infasoara unul in jurul celuilalt, astfel formandu-se coarda respectiva. Acestea se aduna la randul
lor si formeaza corzi mai puternice numite fibrile. Fibrilele se combina mai apoi pentru a forma
fibrele de colagen. In prezent exista 29 de tipuri de colagen, iar localizarea lor apare in tabelul din

Fig. 2.2 de mai sus.

Collagen Molecules
Collagen Fibrils (triple helices)

a-chains

Collagen Fibers

/" \, amino acids chains
6Ly BLY 6LY
HYP HYP
PRO PRO

Fig. 2.3 Structura fibrelor de colagen [36]

Principala functie a colagenului este aceea de a asigura elasticitate, stabilitate si suport pentru
tesuturi. Aceste proprietati au contribuit la rolul sdu fundamental in evolutia vietii multicelulare.
De asemenea, o alta caracteristica importantd este rezistenta fibrelor de colagen la fortele mecanice
care creste in mod direct proportional cu varsta fibrelor. [28] Colagenul are rolul de a ajuta la

repararea tesuturilor si indeplineste, de asemenea, diverse roluri in tot corpul:
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Collagen contains an amino acid
called Glycine which can
help increase serotonin levels
without increasing dopamine

levels — providing for a better
quality of sleep.

Collagen helps give skin
——— its structure and strength
and helps it retain moisture
and elasticity.

Collagen helps heal
the lining of the
stomach and
digestive tract as
well as aid in
digestion.

Collagen helps to
support lean

muscle to burn fat
more efficiently which
could lead to weight loss.

Collagen supports cartilage,
tendons, muscles, and
ligaments in joints for better
flexibility and less pain.

Collagen helps reinforce the
structure of bone minerals.

Fig. 2.4 Rolul colagenului in corpul uman [37]

Fibrele de colagen sunt componente cheie ale pielii si au proprietati fizice unice care contribuie la
integritatea structurala a acesteia, formand o retea densd in derm. Aceastd retea oferd suport
structural epidermei. Colagenul impreuna cu elastina formeaza matricea extracelulara, iar aceasta

conferd pielii structura, elasticitate si fermitate. [36]

Colagenul contine un aminoacid numit Glicina care poate ajuta la cresterea nivelului de serotonina
fara a creste nivelul de dopamina — asigurand o mai bund calitate a somnului; sustine cartilajele,
tendoanele, muschii si ligamentele pentru o mai buna flexibilitate; ajuta la vindecarea mucoasei

stomacului si a tractului digestiv; intareste structura osoasa. [37]

Pentru a suplimenta lipsa colagenului din organism, in comert existd o gama larga de produse care

contin colagen sub diferite forme precum colagen pulbere, gel, lichid, fiole cu colagen.

2.4 Integrarea colagenului in produse cosmetice

Organismal nostru sintetizeaza colagenul incontinuu. In fiecare an, aproximativ 3 kg din colagenul
nostru suferd degradare, in timp ce alte 3 kg sunt create. Totusi, va veni o vreme cand cantitatea

de colagen din corpul nostru va scddea. Procesul de reinnoire a acestuia poate fi perturbat din cauza
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bolilor, a stresului, a razelor UV, a contactului cu substante chimice sau inaintarea in varsta. Dupa
varsta de 25 de ani, cantitatea de colagen din corpul nostru scade cu pana la 1.5% pe an, asta

insemnand ca, pana la varsta de 45 de ani, va fi pierdut pana la 30% din colagenul existent.

Avand 1n vedere importanta colagenului in corpul nostru, nu este de mirare ca stiinta lucreaza de
mult timp la metode de obtinere a acestei proteine care sd o faca aplicabild in mod eficient atat in

medicina cat si in cosmetica. [38]

Studiul sursei de colagen si incorporarea lui in produse cosmetice sunt aspecte importante in
industria cosmeticd, pentru a oferi produse eficiente si de inalta calitate care sa rdspunda nevoilor
consumatorilor si sa contribuie la Tmbundtatirea sanatatii pielii. Colagenul reprezintd unul dintre
principalii constituenti in cosmeticd datoritd proprietatilor lui de hidratare si regenerare.
Capacitatea acestuia de a lega moleculele de apa implicit duce la mentinerea unui continut de apa
potrivit in piele. Pe langd faptul ca acesta pastreaza hidratarea in mod natural, proprietatile de
formare a colagenului reduc pierderea de apa transepidermica. In plus, hidratarea face piclea mai

radiantd, mai luminata si mai neteda.

In urma cercetarilor, s-a dovedit ca, colagenul grabeste procesul de vindecare al ranilor si ajuta la
regenerarea tesuturilor. Utilizarea lui poate fi benefica si pentru ingrijirea parului. Prin urmare,

este important de mentionat necesitatea colagenului in domeniul cosmetic.

Originea colagenului poate varia de la surse porcine si bovine, la surse marine. Colagenul obtinut
din surse bovine si porcine a ridicat Ingrijordri cu privire la transmiterea unor boli precum TSE
(transmissibile spongiform encephalopathy), BSE (bovine spongiform encephalopathy) si FMD
(foot and mouth disease). In ultimele decenii, cercetirile si dezvoltarea in domeniul colagenului
au condus la descoperirea potentialului colagenului marin. Aceastd descoperire a avut loc cu
aproximativ 70 de ani in urma, in timpul studiilor asupra buretilor. [39] Colagenul de meduza este
o buna alternativa la furnizarea de colagen pentru domeniul cosmetic sau medical. Procesul de
izolare a colagenului din sursele marine poate fi impartit in trei etape principale: preparare,
extractie si recuperare. O metoda generala de preparare a colagenului marin si diferitele tehnici de
extractie cum ar fi acid-soluble collagen (ASC) si pepsin soluble collagen (PSC) sunt prezente in
figura Fig. 2.5 [41]
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Citric acid
Lactic acid
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Filtration

Salting out
Centrifugation
=
: \ N
Filtration
Dialysis
Salting out
Centrifugation

ASC

Dialysis with deionized water
Lyophilization

(=] 5

- - e PSC

Fig. 2.5 Metoda generala de preparare a colagenului marin. 1. Selectarea sursei de colagen; 2.

Tratament cu acid sau cu pepsina; 3. Etapa de purificare; 4. Dializa si liofilizare;

5. ASC/PSC.

Meduzele sunt adesea denumite zooplancton gelatinos format din mezogloane bogate in colagen

care au evoluat de peste 600 milioane de ani. Atunci cand colagenul de meduza a fost comparat cu

colagenul fibrilar uman 1n testele de citotoxicitate si aderenta celulard, nu a aparut nici o diferenta

statistica, ceea ce inseamna cd efectul biologic al colagenului de meduza asupra celulelor umane

este acelasi cu cel al colagenului de tip I si II din corpul uman. [40]

Properties

Water absorption
Biocompatibility

Aminoacidic

composition

Viscosity/ thermal

stability
Denaturation
Flexibility
Molecular weight
Biodegradability
Porosity

Rigidity

Solubility

Marine collagen

1.5x higher
Similarly high

Lower

Lower due to lower concentration of proline

concentration and hydroxyproline content
Lower (25-30°C)

Higher

Lower due to small molecular size
Similarly high

Similarly high

Higher due to its triple helix

Lower due to its triple helix

mammalian

collagen
Lower
Similarly high

Higher

Higher

Higher (39-40°C)
Lower

Relatively higher
Similarly high
Similarly high
Lower

Higher

Fig. 2.6 Rezumat de baza al colagenului marin si de mamifere cu privire la proprietatile acestora.

[41]
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3. Materiale si metode

3.1 Procurarea si pregatirea probelor

Pentru a atinge obiectivul acestei lucrari, au fost analizate o crema antirid MULTI-COLLAGEN
st un ser de refacere REVUELE COLLAGEN (comercializate in farmacii si supermarketuri)
achizitionate In toamna anului 2022 pentru a detecta prezenta colagenului in ele. Este de mentionat
faptul cd, pe langa colagen, ambele probe contin si alte ingrediente cum ar fi: crema — aqua,
cetearyl, glycerin, ethylhexyl stearate, capric triglyceride, dicaprylliglyceride, dicapryll ether, bis-
diglyceryl polyacyladipate-2, dimethicone, glyceryl stearate, peg-100 stearate, sodium
hyaluronate, allantoin, ascorbic acid, ascorbyl palmitate, butylene glycol, capryloyl glycine,
cetearyl glucoside, citric acide, citrus limon fruit extract, diethylhexyl syringylidenemalonate,
soluble collagen, disodium edta, glucose, glyceryl laurate, glycogen, hydrolyzed elastin,
hydroxypropyl cyclodextrin, lecithin, palmitoyl tripeptide-38, parfum, passiflora edulis fruit

extract ;

ser —aqua, propylene glycol, hydrolyzed collagen, hydroxyethyl cellulose, phenoxyethanol, PPG-
1-PEG 9 lauryl glycol ether, disodium EDTA.

Pentru pregatirea probelor s-a folosit un proces de prelucrare standard pentru fiecare din ele. Tn
cazul cremei, pe fiecare lameld utilizata la masuratori am depus in trei zone cate un strat cat se
poate de subtire de crema cu varful unei pipete iar pentru a obtine o suprafata intinsa pentru o
regiune mai larga de analiza , am acoperit proba cu un “cover-glass”. In cazul serului, am depus o
picaturd de 10 pL cu ajutorul unei micropipete pe lamelele utilizate si din nou, le-am acoperit cu

“cover-glass”.

ELM.COL

Fig. 3.1 Lamela cu crema folosita pentru lucrare

28



Tasnadi Teodora Determinarea proprietatilor colagenului
cu ajutorul microscopului hiperspectral

W REv.cOL §

b

Fig. 3.2 Lamela cu serul folosit pentru lucrare

3.2 Achizitionarea datelor

Probele au fost vizualizate cu ajutorul unui sistem de imagistica hiperspectrald CytoViva (Auburn,
AL) montat pe un microscop Olympus BX43 echipat cu un condensor EDFM si o sursa de lumina
de tip lampa cu halogen de putere 150W. (Fig. 3.3) Spectrofotometrul integrat este cu grid de
difractie si o camera CCD, si are rezolutia spectrala de 2 nm. Imaginile optice au fost achizitionate
cu o camera optica iar cu ajutorul programului Ocular au putut fi vizualizate in timp real pe
calculator. Acest sistem hiperspectral CytoViva capteaza un spectru cu lungimi de unda cuprinse

ntre 400 nm — 1000 nm pentru fiecare pixel din imagine.

Fig. 3.3 Microscopul hiperspectral in camp intunecat CytoViva utilizat pentru aceasta lucrare
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Pentru achizitia imaginilor din crema respectiv serul cu colagen s-a folosit obiectivul Plan FLUO
40x/0.60 al microscopului imbunatatit in cAmp intunecat. Masuratorile au fost efectuate de cate 3
ori in zone diferite ale aceleiasi probe. Acest lucru s-a repetat atat pentru crema, cat si pentru ser.
Setarile pentru scanarea hiperspectrala sunt urmatoarele: s-a folosit scanarea a 696 de linii (scanare
Full); si timpul de expunere 0.25 s. Microscopia imbunatatitd Tn camp Intunecat ne ofera un

contrast fundal-proba imbunatatit pentru a identifica zonele pe care vrem sa le analizam.

» |
@ Gytoviva HSl Microscope -
PCO HSI Control
Objective Magnification 40x Settings
Exposure (sec) 0.2500
HSI Filename Choose
C:\Users\Babes Bolyai\Documents‘Student\Teodo
Field of View
O©OFul OHaf (OQuick () Number of Lines 696
Preview HSI Close
[ =

Fig. 3.4 Setari CytoViva HSI microscope

3.3 Procesarea datelor

Dupa ce am obtinut imaginile optice si respectiv cele hiperspectrale, ne-am asigurat de calitatea
seturilor de date obtinute. Pentru vizualizarea si procesarea datelor spectrale am folosit software-
ul ENVI 4.8. Acest software analizeaza imaginile obtinute si extrage informatiile spatiale si

spectrale din datele furnizate.

Pentru detectia colagenului din cele doud produse cosmetice s-a folosit ’Peak Location Classifier”
din software-ul ENVI 4.8. Functia aceasta gaseste toti pixelii din imagine care au peak-ul maxim
spectral la 0 anumitd lungime de undd/un interval de lungimi de unda. Pentru aceasta functie este
nevoie sd setam diferite valori pentru urmatorii parametri: lungime de unda, toleranta si zgomot.
Parametrii alesi pentru gésirea peak-urilor de interes in cazul masuratorilor facute pentru aceasta

lucrare sunt prezentati in figura de mai jos:
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&3 Peak Location Classifier Params x
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Fig. 3.5 Parametrii alesi pentru functia ”Peak Location Classifier” in cazul colagenului din

produsele cosmetice

Imaginile rezultate pot fi salvate/arhivate in computer si in acest fel este permisa analiza
semnalelor masurate anterior. Asadar, cu ajutorul acestei functii este posibild gasirea unor regiuni

a caror spectru prezintd un peak care se potriveste cu o caracteristica spectrala de referinta.

Normalizarea spectrald este o tehnicd utilizatd pentru a corecta si a imbundtati acuratetea
masurdtorilor. Prin normalizarea spectralda, se elimind amprenta sursei de lumind si astfel se
evidentiaza caracteristicile probei. Spectrele obtinute contin amprenta sursei de lumina folosite,
iar datele reprezintd spectrul luminii sursei care este modificat de caracteristicile spectrale ale
. . o . s . ” .
probei analizate. O metoda pentru a imbunatati acuratetea masuratorilor este “Normalizarea

Spectrala”, iar spectrul lampii este inregistrat si salvat in arhiva programului ENVI 4.8.

Fig. 3.6 Spectrul lampii normalizat [44]
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4. Rezultate si discutii

Pentru inceput, ca sd determinam proprietatile colagenului din produsele cosmetice studiate, una
din etape este vizualizarea optica a acestuia cu ajutorul microscolului hiperspectral in camp

Tntunecat.

Fig.4.1 Imagine optica in timp real a colagenului din crema antirid de noapte MULTI-

COLLAGEN realizata cu obiectivul de 40x

Fig. 4.2 Imagine optica in timp real a colagenului din serul de refacere cu colagen REVUELE
COLLAGEN realizata cu obiectivul de 40x
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4.1 Procesarea imaginilor

Urmatoarele doud figuri reprezintd imaginile hiperspectrale ale probelor din cele doud produse
cosmetice achizitionate cu programul ENVI 4.8 vizualizate la microscop cu obiectivul de marire
40x. Cu ajutorul chenarelor au fost puse in evidenta zone din imagini care reprezinta colagenul din

produsele respective.

: |

Fig. 4.3 Imagine hiperspectrala reprezentativa a colagenului din crema hidratanta realizata cu

obiectivul de 40x
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Fig. 4.4 Imagine hiperspectrala reprezentativa a colagenului din ser realizata cu obiectivul de

40x

Dupa cum se poate observa, in ambele imagini hiperspectrale de mai sus (Fig. 4.3 respectiv Fig.
4.4) am definit in programul ENVI 4.8 céte 6 regiuni de interes (ROI). Aceste regiuni de interes
reprezintd o grupare de pixeli ai imaginii hiperspectrale care corespund zonelor care contin

colagen. Aceste regiuni pot avea forme prestabilite de program (dreptunghi/elipsa) sau forma
34



Tasnadi Teodora Determinarea proprietatilor colagenului
cu ajutorul microscopului hiperspectral

creatd de utilizator si in acelasi timp, programul le atribuie automat cate o culoare, cum ar fi in

cazul nostru (red, green, blue, yellow, cyan, magenta).

Raspunsul spectral al fiecarei regiuni se poate vizualiza sub forma de grafic cu axa y reprezentand

valoarea intensitatii (unitati arbitrare) si axa x reprezentand lungimea de unda (nm).

ROl Means: probo_Ecell _40x_C60_HSI_17112022_3
Spectrul Mediu ROl Green

Spectrul Mediu ROl Yellow
ectrul Mediu RCI Cyvan
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Fig. 4.5 Graficul spectrelor medii corespunzatoare pentru fiecare zona de interes — crema
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Fig. 4.6 Graficul spectrelor medii corespunztoare pentru fiecare zona de interes — ser
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Ambele probe au fost vizualizate si analizate, optic si hiperspectral cu microscopul hiperspectral

in camp ntunecat CytoViva folosind obiectivul Plan FLUO 40x/0.60.

| !!il\\\&hltnulfh‘ﬁi“l |
}ll

L

il

s
T

Fig. 4.7 Meniul din programul ENVI 4.8

folosit pentru selectarea regiunilor de interes

a caror spectre urmeaza sa fie reprezentate

grafic. Fig. 4.8 Meniul folosit pentru a modifica

graficul (fundal, titlul axelor, range, etc)

Fereastra de grafice care contine media raspunsului spectral al pixelilor din regiunile de interes se

deschide dupa apasarea butoanelor Select All si mai apoi Stats.

In urmatoarele figuri (Fig. 4.7 respectiv Fig. 4.8) sunt prezentate imaginile optice reprezentative
cremei/serului plus imaginile hiperspectrale obtinute in urma scanarii. Folosind functia de
procesare a imaginilor Peak Location Classifier, am scos in evidentd pixelii din imaginile
hiperspectrale achizitionate care prezintd maximul spectral la valoarea de 570 nm cu o toleranta
de 20 nm. Pixelii care se potrivesc cerintei anterioare sunt colorati cu verde intr-0 imagine cu
fundal negru. Imaginile optice vor fi notate cu A, imaginile hiperspectrale vor fi notate cu B iar
imaginile prelucrate care au maximul spectral la 570 nm cu toleranta de 20 nm vor fi notate cu C.

Primul set de 3 imagini corespunde cremei iar al doilea set de 3 imagini corespunde serului.
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Fig. 4.9 Proba folosita — crema. A — Imagine opticd; B — imagine hiperspectrald; C - imagine

prelucrata care are maximul spectral la 570 nm cu toleranta de 20

Fig. 4.10 Proba folosita — ser. A — Imagine optica; B — imagine hiperspectrala; C - imagine

prelucrata care are maximul spectral la 570 nm cu tolerantd de 20 nm
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Se poate afirma ca pixelii evidentiati prin metoda de imagistica hiperspectrald se suprapun peste
locul fizic din probele care prezinta particule de colagen, in cazul in care acestea sunt similare in
proprietati si dimensiune cu cele folosite in formularea produselor cosmetice. Amprenta spectrala
a acestor particule este in concordanta cu valoarea de referintd, ceea ce sugereaza ca ele sunt
prezente si in probele analizate. In continuare sunt prezentati pasii care trebuie urmati pentru

aflarea procentajului mediu.

¢+ IMAGE -> TYPE -> 8 BIT — trebuie sa convertim imaginea din RGB in 8-bit. Aceasta
selectie transforma formatul colorat intr-o imagine 1n scald de gri.

¢+ IMAGE -> ADJUST -> THRESHOLD - trebuie sa aplicam threshold, acesta este utilizat
pentru detectarea marginilor, numararea particulelor sau masurarea suprafetelor. Obiectele
gri sunt amplificate intr-o culoare mai deschisa.

+ PROCESS -> BINARY -> MAKE BINARY

¢+ PROCESS -> BINARY -> CONVERT TO MASK — urmatorul pas este sd separam
obiectele din imagine.

+ PROCESS -> BINARY -> WATERSHED - converteste obiectele care par sa fie 2, 3 sau
mai multe Tmpreuna si le separa.

¢+ ANALYZE -> ANALYZE PARTICLES — acum putem analiza particulele.

1n continuare, cu ajutorul programului de procesare de imagini ImageJ, am calculat procentajul
pixelilor care au peak-ul maxim la 570 nm cu toleranta de 20 nm gasiti din numarul total de pixeli

din imagine cu ajutorul functiei Peak Location Classifier.

Atat pentru crema cat si pentru ser, avand cate doua seturi de imagini achizitionate, am calculat

valorile medii. Valorile obtinute sunt prezentate in tabelul de mai jos.
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Procentaj pixeli evidentiati
Zone Crema Ser

Zonal 0.58 % 0.054 %

Proba 1 Zona 2 0.63 % 0.049 %
Zona 3 0.49 % 0.052 %

Procentaj mediu pixeli evidentiati 0.56 % 0.051 %
Zonal 0.65 % 0.043 %

Proba 2 Zona 2 0.55 % 0.021 %
Zona 3 0.56 % 0.051 %

Procentaj mediu pixeli evidentiati 0.58 % 0.038 %

Tabel 4.1 Valori medii corespunzatoare pixelilor care au un peak maxim in intervalul 550-590

nm din numarul total de pixeli din imagine

In final, am evidentiat pixelii cu raspunsul spectral care prezintd un peak maxim la valoarea de
570 nm cu o toleranta de 20 nm. Rezultatele masuratorilor sunt ilustrate in Fig. 4.9 C respectiv
Fig 4.10 C, iar in Tabelul 4.1 vedem valorile medii ale procentajelor pixelilor gasiti in cazul
cremei si serului. Crema prezintd pixeli cu semnal in medie de 0.56 % (proba 1 ) respectiv
0.58 % (proba 2) in timp ce serul prezinta pixeli cu semnal in medie de 0.051 % (proba 1) respectiv
0.038 % (proba 2) Dupa cum putem observa, concentratiile de colagen din crema si serul studiate
sunt diferite. Producatorii de produse cosmetice nu sunt obligati sa afiseze aceste informatii pe
eticheta. Reglementarile si cerintele specifice privind etichetarea produselor cosmetice pot varia
in functie de tara sau regiune. De asemenea, nu cunoastem dimensiunea particulelor de colagen
sau structura exacti a acestora. In general, producitorii sunt responsabili de siguranta si
conformitatea produselor lor pe piata, iar aceste informatii ar trebui dezvaluite pentru siguranta si

eficacitate.
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4.2 Discutie

Aceasta tehnicd se afld inca la inceput de drum in ceea ce priveste detectarea si caracterizarea
materialelor nanometrice. Exista anumite limitari in aplicarea acestei tehnici, iar pentru a le depasi

si pentru a permite o utilizare mai larga si mai exactd, sunt necesare cateva consideratii importante:

Este cruciala o analizd detaliatd a materialului ce urmeaza sa fie detectat. Aceasta implica
construirea unor biblioteci spectrale de referintd cat mai extinse, care sa cuprinda diferite tipuri de
nanomateriale si sd ofere informatii specifice despre spectrele lor. Aceastd etapa este esentiald

pentru a obtine rezultate precise.

Particulele utilizate in produsele comerciale pot prezenta o serie de caracteristici, cum ar fi
dimensiunea, forma, comportamentul de agregare, etc. Aceste aspecte pot afecta semnificativ

spectrele HSI obtinute si pot genera modificari.

Un alt factor important care trebuie luat in considerare sunt parametrii precum puterea sursei de
iluminare si durata expunerii care pot provoca variatii semnificative ale profilelor spectrale. Este
de preferat ca experimentele sa fie efectuate intr-o incapere intunecata deoarece lumina din camera

poate afecta achizitia imaginilor.

Desi tehnica are inca limitari si necesitd dezvoltari suplimentare, exista progrese semnificative n
domeniu. Imagistica hiperspectrald este o tehnicd avansata de imagisticd, care captureaza
informatii intr-un spectru larg de lungimi de unda, permitand analiza si vizualizarea detaliatd a
diferitelor probe analizate. Prin aplicarea acestei tehnici asupra particulelor de colagen din
produsele cosmetice, se poate obtine o imagine multidimensionald a acestora, care dezvaluie

informatii despre structura, concentratia, distributia si interactiunile cu alte componente.

Utilizarea imagisticii hiperspectrale in caracterizarea particulelor de colagen din produsele

cosmetice aduce numeroase avantaje si oportunitati care includ:

+ Identificarea si autentificarea colagenului — poate detecta si identifica specific colagenul
din compozitia produselor analizate;
¢+ Analiza compozitiei chimice — permite identificarea originii colagenului care poate fi de

origine animald sau vegetala;
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+ Dezvoltarea de produse inovatoare — cunoasterea detaliata a caracteristicilor particulelor
de colagen prin intermediul acestei metode poate stimula dezvoltarea de produse cosmetice

inovatoare, cu performante superioare si beneficii imbunatatite pentru piele.

Din analiza opticad a imaginilor, putem observa usor diferentele dintre particulele de colagen din
cele doud produse cosmetice analizate. Dimensiunea particulelor diferd, cele din ser avand o
dimensiune mai redusa decat cele din crema. Dupa cum se observa in imaginile din Fig. 4.9
respectiv Fig. 4.10, crema contine mai putine particule, acestea avand dimensiuni mai mari, iar
serul contine mai multe particule de dimensiuni reduse. Semnatura spectrald a colagenului obtinuta
cu ajutorul sistemului utilizat confirma caracteristicile spectrale ale absorbtiei particulelor de

colagen obtinute in literatura, acestea situandu-se in intervalul 500 nm -1700 nm. [43]

Concluzii

Particulele de colagen sintetizate sub forme sau dimensiuni diferite sunt sursa de proteine ale pielii,
il confera rezistenta, elasticitate si capacitate de regenerare. Odata cu varsta, capacitatea pielii de
a produce colagen incepe iIncet sda scada rezultand aparitia ridurilor si pierderea fermitatii

conturului fetei.

Imagistica hiperspectrald in camp Intunecat reprezinta o tehnicd promititoare pentru detectarea
nanomaterialelor in produsele de consum. Aceastd metoda microscopica permite vizualizarea
rapidd a acestor materiale fara a necesita o manipulare sau pregdtire extinsa a probelor. Tehnica
utilizeaza captarea informatiilor spatiale si spectrale in domeniul vizibil si infrarosu apropiat (400-
1000 nm) pentru fiecare pixel in parte, informatiile fiind compilate intr-un un cub de date
hiperspectral. Utilizarea imaginilor hiperspectrale in camp intunecat permite detectarea
nanomaterialelor intr-un mod neinvaziv si rapid, oferind informatii detaliate despre distributie si
caracteristici spectrale. De asemenea, prin utilizarea unor algoritmi de analiza, este posibila

identificarea si caracterizarea diferitelor materiale.

In studiul de fati sunt dovedite potentialul si capacitatea acestei metode de imagistica
hiperspectrald in camp intunecat pentru a caracteriza particule de colagen cu maximul spectrului

de absorbtie la 600 nm. Am ales aceasta referinta pentru a detecta particule de colagen cu
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proprietati asemandtoare din crema hidratanta si serul de refacere, iar ca rezultat am identificat
pixelii din imagini care contin particule cu aceste caracteristici. Timpul scurt de achizitie a
imaginilor optice si hiperspectrale, instrumentele de procesare si analiza datelor obtinute sunt

cateva avantaje ale acestei tehnici.

In cadrul acestei lucriri am prezentat notiunile introductive ale metodei de microscopie
hiperspectrald in cAmp intunecat, am achizitionat o serie de imagini optice si imagini hiperspectrale
a unor probe prelevate dintr-o crema hidratanta si un ser de refacere. Am aratat datele obtinute si
apoi m-am folosit de programele OCULAR, ENVI 4.8 si Image] pentru a atinge scopul acestei
lucrari. Caracterizarea particulelor de colagen din componenta produselor cosmetice cu ajutorul
imagisticii hiperspectrale deschide oportunitati pentru dezvoltarea si controlul calitatii produselor

cosmetice, abordarea tematicii si rezultatele obtinute fiind amprenta personald a acestei lucrari.
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