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SAZETAK

U ovom zavrSnom radu opisuje se osnovni princip rada elektronskog mikroskopa,
razlike izmedu skenirajuéeg i transmisijskog elektronskog mikroskopa. Dan je pregled u koje
svrhe se danas koriste elektronski mikroskopi, s naglaskom na upotrebu u pripremi i analizi

kozmetickih preparata.

Primjena elektronske mikroskopije u kozmetici ima znacajnu ulogu u razvoju, analizi i kontroli
kvalitete kozmetickih proizvoda. Elektronski mikroskopi, ukljucujuéi skenirajuéi elektronski
mikroskop (SEM) i transmisijski elektronski mikroskop (TEM), omoguéuju detaljno

proucavanje mikrostrukture i povrsinskih karakteristika kozmetickih preparata.

SEM se koristi za analizu povrSinske topografije 1 sastava kozmetic¢kih uzoraka, omogucujuci
istraziva¢ima da identificiraju i optimiziraju sastojke koji doprinose Zeljenim svojstvima
proizvoda, kao §to su tekstura i izgled. TEM, s druge strane, omogucuje proucavanje unutarnje
strukture kozmetickih sastojaka na molekularnoj razini, §to je klju¢no za razumijevanje kako

razliciti sastojci djeluju na kozu 1 kosu.

Primjenom elektronske mikroskopije, znanstvenici mogu identificirati mikroskopske cestice 1
necistoce, poboljsati formulacije, te osigurati konzistentnu kvalitetu 1 sigurnost kozmetickih
proizvoda. Ova tehnologija takoder pomaZe u istraZivanju novih sastojaka i njihovih ucinaka,
te doprinosi razvoju inovativnih kozmetickih rjeSenja koja zadovoljavaju visoke standarde

ucinkovitosti 1 sigurnosti.

Kljuéne rijeci: elektronska mikroskopija, SEM, TEM, kozmetika, kvaliteta proizvoda, analiza

sastojaka



SUMMARY

In this thesis, the basic principles of electron microscopy, the differences between
scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM), are
described. An overview of the current applications of electron microscopes is provided, with a

focus on their use in the preparation and analysis of cosmetic products.

The application of electron microscopy in cosmetics plays a significant role in the development,
analysis, and quality control of cosmetic products. Electron microscopes, including SEM and
TEM, enable detailed examination of the microstructure and surface characteristics of cosmetic
preparations.

SEM is used for analyzing the surface topography and composition of cosmetic samples,
allowing researchers to identify and optimize ingredients that contribute to the desired
properties of products, such as texture and appearance. TEM, on the other hand, enables the
study of the internal structure of cosmetic ingredients at the molecular level, which is crucial

for understanding how different ingredients interact with the skin and hair.

Through the application of electron microscopy, scientists can identify microscopic particles
and impurities, improve formulations, and ensure consistent quality and safety of cosmetic
products. This technology also aids in the research of new ingredients and their effects,
contributing to the development of innovative cosmetic solutions that meet high standards of
effectiveness and safety.

Keywords: electron microscopy, SEM, TEM, cosmetics, product quality, ingredient analysis
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1. UVOD

ljepote. Mikroskopi i nova medicinska tehnologija mijenjaju naéin rada stru¢njaka za ljepotu.
Ovaj alat ne samo da omogucuje to¢niju dijagnozu, ve¢ i bolje razumijevanje tretmana i njihove

ucinkovitosti.

Elektronska mikroskopija postala je nezamjenjiv alat u modernoj kozmetologiji, pruzajuci
kljucne uvide u sastav i djelovanje kozmetickih proizvoda na nanometarskoj 1 mikrometarskoj
razini. Razvojem naprednih tehnika poput transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) i
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM), kozmeticka industrija dobila je moéne analiticke

metode za karakterizaciju sastojaka, procjenu u¢inkovitosti i optimizaciju formulacija.

Jedno od najvaznijih podrucja primjene elektronske mikroskopije u kozmetologiji je
proucavanje nanocestica koje se sve vise koriste kao aktivne komponente u proizvodima za
njegu koze i zaStitu od sunca. Primjena elektronske mikroskopije u kozmetologiji nije
ograni¢ena samo na analizu nanocestica i koznih replika. Ove tehnike takoder se koriste za
proucavanje mehanizama djelovanja razli¢itih kozmetickih sastojaka, ispitivanje interakcija s

kozom te osiguravanje kvalitete i sigurnosti proizvoda.

Mikroskop je opticki uredaj koji omogucuje pristup mikroskopskom svijetu i naSiroko se koristi
u biologiji i medicini. Ovaj uredaj omogucuje promatranje strukture stanica, nekih bakterija,
vlakana, kose 1 drugih tvari. Njegova uporaba u podrucju ljepote otvara mnoge mogucénosti

opisane u ovom zavr§nom radu.

Poglavlje poslije uvodnog opisuje razvoj mikroskopa i njegov temeljni utjecaj. Navedene su
vrste mikroskopa te je opisan pojam mikroskopa, mikroskopije, optickog mikroskopa i dan je

pregled njegove primjene.

Trece poglavlje opisuje osnovni princip rada elektronskog mikroskopa, dijelove elektronskog
mikroskopa. Takoder, opisuje skenirajuc¢i i transmisijski elektronski mikroskop, njihovu

primjenu, te razlike izmedu skenirajuceg i transmisijskog elektronskog mikroskopa.

U cetvrtom poglavlju je dan pregled primjene elektronske mikroskopije s naglaskom na

primjenu u kozmetologiji i pripremi i analizi kozmetickih proizvoda.



U petom poglavlju nalazi se zakljucak koji se odnosi na cjelokupan rad te se donosi konac¢no

misljenje autora o temi zavrs$nog rada.



2. MIKROSKOP

2.1. OPCENITO O MIKROSKOPU

Mikroskop je instrument koji daje jako uvecane slike predmeta, suvise sitnih da bi se mogli
promatrati golim okom. Oko ima moguénost raspoznavanja predmeta na priblizno 25
centimetara udaljenosti. Objekti ¢iju sliku oko ne moze izoStriti uglavnom su blizi od 10
centimetara. Udaljeniji objekti izgledaju manji, a blizi izgledaju veci, ali nejasni, jer ih oko ne
moze fokusirati. Mikroskop omogucuje promatranje predmeta pod Sirokim vidnim kutom, kao
da je maksimalno pribliZzen oku, a da njegova slika pri tome ostane jasna i oStra. Takav se efekt

moze posti¢i i jakom sabirnom le¢om (lupom ili povec¢alom) [1].

2.1.1. Mikroskopija
Mikroskopija je tehnika promatranja sitnih objekata pomoc¢u mikroskopa. Ova tehnika
omogucuje opisivanje oblika Cestica, njihove strukture, broja i drugih karakteristika. U
bioloskim istrazivanjima, uzorci se prvo moraju fiksirati, smrznuti ili uklopiti u parafin, zatim
se rezu u vrlo tanke ploske posebnim nozem zvanim mikrotom, boje organskim bojilima i

postavljaju na staklenu podlogu.

U medicini, mikroskopiranje je vazno za analizu krvnih razmaza, taloga mokrace, razmaza
stolice, ispljuvka i drugih uzoraka. Mikroskopiranje je takoder znac¢ajno u mnogim drugim
znanstvenim 1 tehnickim podrucjima, ukljucuju¢i mikrobiologiju, histologiju, citologiju,
genetiku, botaniku, zoologiju, farmakognoziju, mikrokemiju, kristalografiju, metalografiju,

mikroradiografiju, kao i u proizvodniji tekstilnih vlakana, papira i plastike [2].

2.1.2. Razvoj svjetlosnih (opti¢kih) mikroskopa
Ne zna se pouzdano tko je izumio prvi mikroskop, no prvi zapisi o mikroskopu datiraju
iz 17. stoljea i povezuju se s imenima Roberta Hookea (1635.-1703.) i Antona van
Leeuwenhoeka (1630.-1723.). Van Leeuwenhoek je koristio mikroskop s jednom snaznom
konveksnom lecom i podesivim drza¢em za promatrani objekt. S ovim vrlo jednostavnim

mikroskopom, Van Leeuwenhoek je mogao povecati objekte do 500 puta. Njime je otkrio



eritrocite, leukocite, spermatozoide, bakterije itd. Daljnji razvoj mikroskopa i$ao je u smjeru

dodavanja le¢e kako bi se povecala slika prve lece.

Danas se slozeni opticki instrumenti s dva sustava le¢a (objektiv 1 okular) koji imaju sustav le¢a
na svakom kraju metalne cijevi (tubusa) obi¢no nazivaju mikroskopima. Na donjem kraju iznad
promatranog objekta nalazi se objektiv, a na gornjem okular. Objektiv modernih mikroskopa
sastoji se od nekoliko le¢a male ZariSne duljine pa djeluje kao konveksna le¢a. Svi opticki
mikroskopi rade na istom principu. Oni koriste zraku svjetlosti za stvaranje uvecane slike
predmeta. Snop svjetlosti osvjetljava predmet koji gledamo i zatim prolazi kroz opticki sustav
mikroskopa koji omogucuje stvaranje njegove uvecane slike. Moderni svjetlosni mikroskopi
mogu posti¢i povecanje do 3000x i omoguciti oku razlikovanje objekata koji su medusobno
udaljeni do 0,0002 mm. U nastojanju da se postigne §to bolja razlucivost i time omoguci
promatranje jos manjih struktura, utvrdeno je da mo¢ razlu¢ivosti mikroskopa nije ograni¢ena
samo brojem i kvalitetom leca, ve¢ i valnom duljinom svjetlosti koja sluzi za osvjetljavanje

promatranog objekta [3].

Prvi slozeni mikroskop napravio je 1590. Nizozemac Zacharias Janssen. Njegov instrument
imao je konveksnu lecu (objektiv) i konkavnu le¢u (okular). Slijedeéi ideje J. Keplera, C.
Scheiner je 1628. stvorio mikroskop s obje konveksne lece. Taj mikroskop je imao mnogo Sire
vidno polje i preteca je modernih optickih mikroskopa. R. Hooke je prvi upotrijebio umjetno
svjetlo za osvjetljavanje predmeta i dao prvi opis biljnih stanica (1665.). Oko 1684. Ch.

Huygens je konstruirao okular koji se sastojao od dvije le¢e koji je i danas u upotrebi [4].

Ovisno o nacinu dobivanja slike promatranog objekta, postoji viSe vrsta mikroskopa.

Razlikujemo dva osnovna tipa mikroskopa: svjetlosni ili opticki i elektronski mikroskop.

2.1.3. Opticki mikroskop
Za rad sa svjetlosnim ili optickim mikroskopom koristimo elektromagnetsko zracenje
vidljivog dijela spektra valne duljine od 400 nm (ultraljubicasti dio spektra), do 700nm
(infracrveni dio spektra) (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz elektromagnetskog spektra s istaknutim vidljivim dijelom [5]

Svjetlosne zrake koje emitira preparat prolaze kroz sustav staklenih le¢a, daju¢i uvecanu sliku
predmeta koji se proucava. Tako dobivene slike mogu se promatrati izravno kroz okular

mikroskopa ili snimiti kao fotografije ili digitalni prikazi [5].

Na Slici 2. prikazana je konstrukcija virtualne slike predmeta koju daje mikroskop. Predmet
duljine y nalazi se ispred objektiva na udaljenosti ve¢oj od njegove zariSne duljine, ali manjoj
od dvostruke zari$ne duljine. Tako se dobiva uvecana, realna i obrnuta slika duljine y'. Ovu
sliku promatramo okularom kao lupom, §to znaci da je ona realni predmet ispred okulara na
udaljenosti manjoj od njegove zariSne duljine. Na taj nacin dobiva se uvecana, obrnuta i

virtualna slika predmeta duljine y".

Za mijerenje duljine predmeta y mikroskopom, potrebno je u ravnini okulara postaviti

izbazdarenu mjernu skalu, koja se naziva okularni mikrometar [6].

objektiv okular
‘ L e
¢ fak. T

Slika 2. Nastajanje slike u mikroskopu [6]



S obzirom na valnu duljinu svjetlosnog snopa koji se koristi za osvjetljavanje i njegovu
interakciju s uzorkom (propustena, lomljena ili reflektirana svjetlost), te tehnike koristene za
povecanje kontrasta unutar promatranog uzorka, razlikujemo nekoliko podvrsti optickog
mikroskopa. Neke od vrsta optickog mikroskopa su: mikroskop sa svijetlim vidnim poljem, s
tamnim vidnim poljem, fazno-kontrastni mikroskop, fluorescencijski, polarizacijski i

stereomikroskop (lupa).

Bez obzira na vrstu mikroskopa i elektromagnetsko zracenje koje koristi, glavna funkcija svih
mikroskopa je ista. Svi mikroskopi moraju ispuniti tri glavne funkcije: prikazati uveéanu sliku
predmeta, jasno odvojiti pojedine detalje promatranog objekta te uciniti ih vidljivima ljudskom
oku [5].

Osnovni dijelovi opti¢kog mikroskopa su postolje, stativ, tubus, stoli¢ mikroskopa, makrovijak

i mikrovijak, izvor svjetlosti, okular te objektiv (Slika 3).

Stativ je metalni dio mikroskopa prosiren u donjem dijelu, sluzi kao postolje te daje stabilnost
mikroskopu. Savijeni dio stativa sluZi za drZanje i prenoSenje mikroskopa. Preparat se postavlja
na stoli¢ mikroskopa i osvjetljavaju ga svjetlosne zrake koje prolaze kroz otvor na stolicu.
Preparat pomic¢emo rukom, ako stoli¢ nije pokretan. Metalna cijev na ¢ijem vrhu se nalazi
okular naziva se tubus, a na dnu je pri¢vrséen revolver s objektivima. Makrovijak koristimo pri
manjim povecanjima jer sluzi za trazenje slike predmeta, a mikrovijkom izostravamo sliku
promatranog predmeta. MnoZenjem povecéanja objektiva pove¢anjem okulara dobiva se ukupno
povecanje mikroskopa. Objektiv daje obrnutu, realnu i povecanu sliku predmeta, a okular,

poput lupe, tu sliku jos poveca [7].
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Slika 3. Dijelovi svjetlosnog mikroskopa [7]

Opticki mikroskopi koriste se u Sirokom rasponu primjena u raznim znanstvenim podrucjima.

Ovdje su neke od glavnih namjena optickih mikroskopa.

Bioloska istrazivanja: Opti¢ka mikroskopija nasiroko se koristi u bioloskim istrazivanjima za
proucavanje stanica, tkiva 1 Zivih organizama. Oni omogucuju istraZivacima vizualizaciju 1
istrazivanje stani¢nih struktura, stani¢nih procesa i interakcija. Opticka mikroskopija je od
velike vaZnosti u podrucjima kao $to su stani¢na biologija, razvojna biologija, mikrobiologija 1

histologija.

Medicinska dijagnoza: Opticki mikroskopi imaju vaznu ulogu u medicinskoj dijagnozi. Koriste
se za ispitivanje uzoraka krvi, tjelesnih tekuc¢ina i biopsija tkiva kako bi se identificirale
abnormalne stanice, patogeni i druge promjene povezane s boles¢u. Opticka mikroskopija

neophodna je u podruc¢jima kao §to su patologija, hematologija, mikrobiologija i citologija.

Obrazovanje: Opticki mikroskopi naSiroko se koriste u obrazovnim okruzenjima za
poducavanje ucenika o strukturi stanica i svijetu mikroskopije. Oni se koriste u skolama, na
sveuciliStima kako bi pomogli studentima da razumiju biologiju, anatomiju i druge bioloske

Znanosti.

Kontrola kvalitete 1 industrijske primjene: Opticki mikroskopi se koriste u industriji za kontrolu
kvalitete i1 inspekcijske svrhe. Mogu se koristiti za ispitivanje kvalitete i integriteta materijala,

analizu povrSinskih struktura, mjerenje veliCine Cestica i inspekciju proizvodnih procesa.



Forenzicka znanost: Opticki mikroskopi koriste se u forenzickim laboratorijima za analizu
tragova dokaza kao S$to su vlakna, dlake, mrlje krvi i otisci prstiju. Omogucuju forenzickim
znanstvenicima identificiranje i usporedbu mikroskopskih znacajki, pomazuéi u kaznenim

istragama i sudskim slu¢ajevima.

Znanost o materijalima: Opti¢ka mikroskopija koristi se u znanosti o materijalima za analizu
mikrostrukture materijala. Pomaze istrazivaCima da razumiju svojstva, sastav i nedostatke
materijala na mikroskopskoj razini. Ove informacije su klju¢ne za razvoj novih materijala i

poboljsanje postojecih.

Znanost 0 okolisu: Opticki mikroskopi koriste se u znanosti o okoliSu za analizu uzoraka tla,
vode i bioloSkih uzoraka iz ekosustava. Oni pomazu u proucavanju mikroorganizama,

zagadivaca i1 ekoloskih interakcija, daju¢i uvid u zdravlje i o¢uvanje okolisa.

Konzervacija umjetnina: Opticki mikroskopi nalaze primjenu u konzervaciji i restauraciji
umjetnina. Koriste se za analizu pigmenata, proucavanje slojeva boje, utvrdivanje autenti¢nosti
1 ispitivanje stanja umjetnickog djela. To pomaze u o¢uvanju i restauraciji vrijednih kulturnih

artefakata.

Nanotehnologija: Opti¢ki mikroskopi igraju ulogu u nanotehnoloSkim istraZivanjima
omogucujuéi znanstvenicima vizualizaciju 1 manipuliranje nanostrukturama. Tehnike kao Sto
su skenirajuca opticka mikroskopija bliskog polja (NSOM) i mikroskopija super rezolucije

doprinose razumijevanju i razvoju nanomaterijala i nanouredaja.

Astronomija: Opti¢ki mikroskopi, posebno specijalizirane varijante kao $to su interferentni
mikroskopi, mogu se koristiti u astronomiji za proucavanje povrsina nebeskih objekata kao Sto
su Mjesec 1 drugi planeti. Oni pomaZu u analizi geoloSkih znacajki i provodenju komparativne

planetologije.

Ovo je samo nekoliko primjera raznolike primjene optickih mikroskopa. Svestranost i
pristupacnost opti¢ke mikroskopije ¢ine je vrijednim alatom u brojnim znanstvenim
disciplinama, olakSavaju¢i otkri¢a, napredak i prakti¢ne primjene u viSestrukim podrucjima

studija [8].



3. ELEKTRONSKI MIKROSKOP

Zbog simetrije u prirodi namece se pitanje zasto elektron 1 ostale materijalne Cestice ne bi
pokazivale 1 valna, osim Cesti¢nih svojstava. Prvi je na tu ideju doSao Louis de Broglie; on je
1924. godine postavio hipotezu prema kojoj svaka Cestica koja se kre¢e ima i Cesti¢na i valna

svojstva. Njegova je pretpostavka kasnije potvrdena mnogim eksperimentima.

De Broglie je pretpostavio da za materijalne Cestice vrijede sli¢ne relacije kao 1 za fotone.
Elektron i foton sli¢ni su po tome §to oba imaju Cesti¢na i valna svojstva. Analogno relacijama
za fotone, de Broglie je pretpostavio da svaka materijalna Cestica (elektron, proton, neutron,
atom ili molekula) mase m koja se kre¢e brzinom v ima valna svojstva, posebno valnu duljinu

A1 frekvenciju v dane s:

=lm

(1.1)

Tri godine nakon de Broglieve hipoteze, Davisson i Germer u SAD-u, te G.P. Thomson u
Engleskoj, opazili su interferenciju i ogib elektrona na kristalima metala. Time su
eksperimentalno pokazali da elektroni u gibanju imaju valna svojstva. Valna duljina odredena
u tim pokusima slagala se s onom koja proizlazi iz de Broglieve teorijske relacije (1.1). Tako
je de Broglieva relacija bila eksperimentalno potvrdena, ¢ime je otklonjena svaka sumnja u

njezinu ispravnost [9].

3.1. PRINCIP RADA ELEKTRONSKOG MIKROSKOPA

Elektronski mikroskop je uredaj kojim dobivamo uvid u mikrostrukturu promatranog
uzorka pomocu uskog snopa elektrona. On se koristi za detalje koji su previse sitni da bi se
promatrali optickim mikroskopom. Kod elektronskih mikroskopa se koristi snop elektrona koji
pada na uzorak, za razliku od optickih koji koriste svjetlost. Osim toga, koriste tzv. elektronske
le¢e umjesto staklenih. Elektronske lece su sustavi elektroda koji stvaraju ostro fokusirani snop

elektrona svojim simetri¢nim elektri¢énim i magnetskim poljem [10].

Valna svojstva elektrona nasla su prakti¢nu primjenu u elektronskom mikroskopu. Poznato je
da granica rezolucije (mo¢ razlucivanja) optickih sustava ovisi o valnoj duljini: ako je

udaljenost izmedu dviju to¢aka koje promatramo mikroskopom manja od oko pola valne duljine



svjetlosti kojom se sluzimo, nikakvim povecanjem ne¢emo uspjeti razluciti te dvije tocke. Mo¢
razlu¢ivanja mikroskopa mozemo povecati smanjenjem valne duljine. Pomocu elektronskih
le¢a (elektricnih ili magnetskih polja) snop brzih elektrona usmjerava se u elektronskom
mikroskopu kao svjetlosne zrake u obicnom mikroskopu. Budu¢i da je valna duljina elektrona
manja od 0,1 nm (npr. 0,01 nm pri 15.000 V), mo¢ razlu¢ivanja elektronskog mikroskopa bit

¢e tisuéu puta veca nego kod obi¢nog mikroskopa [9].

Postoje mnoge moguce interakcije izmedu visokoenergetskog elektronskog snopa i atoma u
uzorku. Ako je uzorak vrlo tanak, tada se elektroni mogu prenositi kroz njega neapsorbirani i
koristiti za formiranje slike u TEM-u. Ako je uzorak deblji, tada se elektroni viSe ne prenose pa
nam informacije mogu dati samo Cestice (elektroni, x-zrake i fotoni) koje izlaze s povrsine. Ovo

su signali koji se koriste u konvencionalnom SEM-u [10].

3.2. DIJELOVI ELEKTRONSKOG MIKROSKOPA

Sastavni dijelovi elektronskog mikroskopa su: izvor elektrona, elektronske lece, vakuumski

uredaj, drza¢ uzorka i detektor.

Izvor elektrona: katoda emitira slobodne elektrone, dok anoda (u obliku prstena) ubrzava te
elektrone. Razlika napona mora biti velika izmedu katode i anode, obi¢no izmedu nekoliko
tisuca 1 tri milijuna volti.

Elektronske lece sluze za usmjeravanje elektrona. Najcesce se upotrebljavaju magnetske lece,
ali se ponekad koriste i elektrostaticke lece. Funkcija elektronske lece sli¢na je funkciji opticke
le¢e u svjetlosnom mikroskopu. Medutim, za razliku od optic¢kih leca ¢iji je fokus fiksiran,

fokus elektronskih le¢a moZe se podeSavati, ¢ime se eliminira potreba za sustavom pomi¢nih

le¢a kao kod svjetlosnog mikroskopa.

Vakuumski uredaj sluzi za stvaranje vakuumskih uvjeta unutar mikroskopa kako bi se sprijecilo

apsorbiranje ili skretanje elektrona.

Uzorci se mogu stabilno postaviti u drzaé uzorka. Cesto postoje alati koji se mogu Koristiti za
manipulaciju uzorcima (kao $to su premjestanje, rotacija, zagrijavanje, hladenje, rastezanje
itd.).
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Detektor prikuplja signal ili sekundarne elektrone. U transmisijskom elektronskom mikroskopu
(TEM) projekcija uzorka moze se dobiti izravno jer elektroni prolaze kroz uzorak, koji mora
biti vrlo tanak. Debljina uzorka, koja moZze varirati od nekoliko nanometara do nekoliko
mikrometara, ovisi o atomskoj tezini elemenata u uzorku, naponu ubrzanja elektrona i zeljenoj

rezoluciji. Sto je veca atomska masa i nizi napon, uzorak mora biti tanji.

Promjenom sustava le¢a objektiva, slika u zariSnoj tocki objektiva moze se izravno povecati.
Kao rezultat, dobiva se slika difrakcije elektrona. Ova se slika moze koristiti za analizu kristalne

strukture uzorka.

Transmisijska elektronska mikroskopija s filtriranjem energije (EFTEM) mjeri promjenu brzine
elektrona tijekom prolaza kroz uzorak. Na temelju toga moze se izvuéi zakljucak o kemijskom

sastavu uzorka, kao $to je raspodjela kemijskih elemenata unutar uzorka [11].

3.3. VRSTE ELEKTRONSKOG MIKROSKOPA

Prema nacinu rada i primjeni, elektronski mikroskopi dijele se na dvije osnovne vrste:
transmisijski elektronski mikroskopi (engl. transmissiom electron microscope - TEM), kod
kojih snop elektrona prolazi kroz uzorak, te skenirajuci elektronski mikroskopi (engl. scanning
electron microscope - SEM), koji skeniraju povrsinu uzorka i stvaraju sliku detekcijom
elektrona rasprsenih po povrsini uzorka. Elementi za skeniranje takoder se mogu ugraditi u
transmisijski elektronski mikroskop. Takav mikroskop se naziva skenirajuci transmisijski
mikroskop (engl. scanning transmission microscope - STEM) i ima karakteristike i TEM i SEM

mikroskopa [12].

3.3.1. Skenirajuéi elektronski mikroskop
Pretrazni elektronski mikroskop (SEM), koji je s vremenom postao nezamjenjiv alat u
fizikalnim znanostima, je u principu izuzetno jednostavan uredaj. Uglavnom se sastoji od dvije
katodne cijevi (CRT). U jednoj je predmet koji se ispituje bombardiran fokusiranim snopom
elektrona. Ucinci ovoga bombardiranja se detektiraju odgovaraju¢im detektorom 1 signal
proporcionalnog napona dovodi se na drugu koordinatnu mrezu ili CRT. Kako oba CRT-a
skeniraju istovremeno, konstruirana je slika uzorka, tocku po tocku, na zaslonu CRT-a kao Sto

je shematski prikazano na Slici 4. Smjer gledanja slijedi smjer upadne sonde. Velika prednost
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ove metode snimanja toc¢ka po tocka je u tome Sto se mogu prilagoditi detektori razli€itih tipova
SEM-a i raditi istovremeno na proizvodnji raznovrsnih "slika", od kojih svaka na drugaciji
nacin ovisi o interakciji uzorka i snopa elektrona. Takoder, detektori propustenih elektrona i

rendgenskih zraka proizvode veéinu uobi¢ajeno koristenih SEM slikovnih signala [13].

ZASLON CRT-a

UZORAK CRT-a

Slika 4. Shematski prikaz SEM-a [13]

SEM moze pruziti informacije o povrsinskoj topografiji, kristalnoj strukturi, kemijskom sastavu
i elektricnom ponasanju uzorka. Uz vrlo jednostavno koristenje, moguce je prikupiti podatke u
vrlo kratkom vremenskom razdoblju (oko 5 minuta). Neki moderni SEM-ovi mogu generirati
digitalne podatke koji su prenosivi.

Razne specijalizirane faze (npr. vruce, hladno ili dizajniran da omogudéi in situ mehanic¢ko
ispitivanje) mogu se prikljuciti kako bi se omogucilo ispitivanje ponasanja pri razliCitim
uvjetima. Na primjer, katodoluminiscencija (emisija svjetlosti) pri temperaturama blizu
apsolutne nule je mnogo ja¢a nego na sobnoj temperaturi, pa su slike nastale pri svjetlosti koju

emitira hladan uzorak manje mutne.

Daljnje prednosti SEM-a nad optickom mikroskopijom ukljucuje: SEM Koristi veliku dubinu
polja pa je vecina povrsine uzorka istovremeno u fokusu bez obzira na hrapavost. Opticki
mikroskopi koji rade na visokom povecanju imaju vrlo malu dubinu polja, $to znacajno ovisi 0
hrapavosti povrsine. SEM moze posti¢i mnogo vece povecanje (do 1.000.000x), s kona¢nom

rezolucijom od 1 nm. Maksimalno korisno povecanje optickog mikroskopa je oko 1000x.

12



Upadni elektroni obi¢no imaju energiju od 2 do 40 keV. Postoje tri tipa izvora elektrona

(elektronskih topova) koji se opcenito koriste:

1) Volframova nit u obliku ukosnice (ona je najéesc¢a) koja se zagrijava na preko 2500°C,
propustanjem struje kroz nju, ¢ime se proizvodi termicka emisija elektrona S njenog
vrha.

2) Filamenti lantanovog heksaborida (LaBs) takoder rade termioni¢ke emisije, ali nude
ve¢u maksimalnu struju snopa i dulji vijek trajanja. lako su skuplji, imaju prednosti kao
Sto je "svjetliji" snop zbog nize radne funkcije od volframa.

3) Pistolji za emisiju polja (emiteri s ""hladnom katodom') pruzaju svjetliji snop s vrlo
malim pomacima u energiji elektrona primjenom jakog elektri¢nog polja do fino
zaSiljenog vrha, §to omogucuje kvantno-mehanicko tuneliranje elektrona. Ovi topovi
zahtijevaju vakuum od priblizno 1072° Torr za o¢uvanje vrha, $to poveéava troskove

FEG mikroskopa.

Dvije ili tri elektromagnetske le¢e kondenzora fokusiraju elektronski snop na tanku sondu koja
se skenira na odabranom podruc¢ju povrSine uzorka u rasteru pomocu zavojnica. Elektroni
prodiru kroz uzorak u volumen u obliku suze ¢ije su ukupne dimenzije odredene energijom
elektronskog snopa, atomskim masama elemenata u uzorku i kutom pod kojim snop elektrona
pogada uzorak. “Dubina prodiranja” se povecava s vecom energijom elektronskog snopa,
kutom upada i laksom atomskom masom, npr. lpum u GaAs za 20 keV elektrona normalne

ucestalosti [10].

Na Slici 5. prikazan je princip rada, odnosno dijelovi skenirajuceg elektronskog mikroskopa.

Izvor elektrona i elektromagnetske lece potjecu od volframovih Zarulja koje se nalaze na vrhu
stupca, sli¢no kao kod transmisijskog elektronskog mikroskopa. Elektroni se emitiraju nakon
primjene toplinske energije na izvor elektrona 1 kre¢u se velikom brzinom prema anodi koja

ima pozitivan naboj.

Snop elektrona aktivira emisiju primarnih rasprSenih elektrona s visokim energetskim razinama
i sekundarnih elektrona s niskim energetskim razinama s povrSine uzorka. Snop elektrona stupa
u interakciju s uzorkom, stvarajuci signale koji pruzaju informacije o povrsinskoj topografiji i

sastavu uzorka.

13



Uzorku nije potrebna posebna obrada za vizualizaciju pomo¢u SEM-a; ¢ak se i uzorci osuSeni
na zraku mogu izravno ispitivati. Medutim, mikrobni uzorci zahtijevaju fiksaciju, dehidraciju i
susenje kako bi se ocuvale strukturne znacajke stanica i sprije¢ilo njihovo urusavanje kada su

izloZeni visokom vakuumu mikroskopa.

Uzorci se montiraju i premazuju tankim slojem elemenata teskih metala kako bi se omogucilo
prostorno rasprSivanje elektricnih naboja na povrSini uzorka, ¢ime se postize bolja kvaliteta
slike s visokom jasno¢om. Skeniranje mikroskopom postize se pomicanjem snopa elektrona
naprijed-natrag preko tankog dijela uzorka. Kada elektroni dosegnu uzorak, povrSina oslobada
male koli¢ine elektrona poznatih kao sekundarni elektroni, koji se zatim hvataju pomocéu

posebnog detektora.

Kada sekundarni elektroni dodu do BSE detektora, udaraju u detektor x-zraka (materijal koji
emitira svjetlost kada ga pogodi nabijena Cestica ili foton visoke energije). On emitira bljeskove
svjetlosti koji se pretvaraju u elektri¢nu struju pomoc¢u SE detektora, Saljuci signal na katodnu

cijev. To stvara sliku nalik televizijskoj slici koja se moze gledati 1 fotografirati.

Koli¢ina sekundarnih elektrona koja ulazi u detektor uvelike ovisi o prirodi uzorka; izdignute
povrsine primaju velike koli¢ine elektrona koji ulaze u detektor, dok udubljene povrsine imaju
manje elektrona koji dosezu povrsinu i stoga manje elektrona ulazi u detektor. Dakle, izdignute

povrsine ¢e se na ekranu prikazivati svjetlije, dok ¢e udubljene povrSine biti tamnije.

SEM se, uz istrazivanje topografije elemenata koristenih u industriji, primjenjuje za toc¢kastu
analizu u energijsko-disperzivnoj rendgenskoj spektroskopiji, koristi se za analizu vrlo sitnih

kozmetickih sastojaka, proucava strukture filamenata mikroorganizama.

Koristi se u raznim podrué¢jima u industriji, biomedicini, mikrobiologiji i prou¢avanju struktura

i molekula veli¢ine izmedu 1 i 100 nm [14].
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Slika 5. Shematski prikaz dijelova SEM-a [10]
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3.3.2. Transmisijski elektronski mikroskop

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM), dugo je bila vazan alat u rastu¢em
podrucju mikrobiologije. Glavna vrlina TEM-a je potencijalna rezolucija koju omogucuju
elektronske zrake ubrzane na visokom naponu s efektivnim valnim duljinama koje su krace za
faktor 10° od vidljive svjetlosti. U nacelu, elektronski mikroskopi su sposobni za molekularnu
rezoluciju ako se uzme u obzir samo ograni¢enje valne duljine (difrakcije). U praksi, drugi
¢imbenici ograniavaju postizanje rezolucije, ukljuujuéi sam uzorak. Ostala ogranicenja
elektronske mikroskopije proizlaze iz ¢injenice da uzorci moraju biti tanki, suhi, i sposobni
rasprsiti elektrone u vakuumu. Obic¢no je za to potrebna fiksacija ili stabilizacija uzorka i
uvodenje mrlja teSkih metala koje rasprSuju elektrone za stvaranje kontrasta za fotografiranje
[15].

TEM je vrsta elektronskog mikroskopa koji ima tri osnovna sustava:

1) Elektronski top (izvor elektrona) i sustav kondenzora — elektronski top proizvodi
snop elektrona, a sustav kondenzora usmjerava snop elektrona na objekt koji

promatramo.
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2) Sustav za stvaranje slike - sastoji se od leca objektiva, pomi¢nog postolja i
intermedijarnih leca koje fokusiraju elektrone koji prolaze kroz uzorak u obliku prave,
jako uvecane slike.

3) Sustav za snimanje slike - pretvara elektronsku sliku u oblik vidljiv ljudskom oku.
Obicno se sastoji od fluorescentnog ekrana za gledanje i fokusiranje slike te digitalne
kamere za trajno snimanje (fotografiranje). Osim toga, potreban je vakuumski sustav

koji se sastoji od pumpi, njihovih pridruzenih mjeraca i ventila, te napajanja [16].

Na Slici 6. prikazan je princip rada, a ujedno i shema transmisijskog elektronskog mikroskopa.

Zagrijana volframova nit u elektronskom topu stvara elektrone koji se fokusiraju na uzorak kroz
kondenzorsku le¢u. Za fokusiranje elektronske zrake na uzorak koristi se magnetska leca. Uz
pomoc¢ stupca kondenzorske le¢e u vakuumu, elektroni mogu proizvesti ostre slike bez sudara
s molekulama zraka koje bi ih mogle skrenuti. Nakon $to dodu do uzorka, uzorak rasprsuje
elektrone i fokusira ih na magnetsku lecu, tvoreci veliku, ostru sliku. Takoder stvara visebojnu

sliku kada se prode kroz fluorescentni ekran.

Sto je uzorak gus¢i, to se viSe elektrona rasprSuje 1 manje elektrona dolazi do zaslona za

promatranje, tvorec¢i tamniju sliku, dok tanak, proziran uzorak izgleda svjetlije.

Ako odmaknemo zaslon, fotografija moze biti snimljena piksel po piksel i formirati trajnu sliku
[17].

Transmisijski elektronski mikroskop koristi se za razli¢ita podru¢ja kao §to su prirodne
znanosti, nanotehnologija, medicina, bioloska istrazivanja, forenzicka analiza, metalurgija,

industrija i edukacija.

TEM-ovi pruzaju topografske, morfoloske, sastavne i informacije 0 kristalnoj strukturi. Slike
omogucuju istraziva¢ima pregled uzoraka na molekularnoj razini, omogucujuéi analizu
strukture i teksture. Ove informacije su korisne u proucavanju kristala i metala, ali takoder

imaju industrijsku primjenu.

TEM-ovi se mogu koristiti u proizvodnji i analizi poluvodica te u proizvodnji racunalnih i
silicijskih ¢ipova. Tehnoloske tvrtke koriste TEM-ove za prepoznavanje nedostataka, lomova i
oStecenja na mikro objektima; ti podaci mogu pomo¢i u rjesavanju problema i/ili u izradi
trajnijih 1 u¢inkovitijih proizvoda. Fakulteti i sveuciliSta mogu koristiti TEM-ove za istrazivanja
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i studije. lako elektronski mikroskopi zahtijevaju specijaliziranu obuku prije koristenja, studenti
mogu pomagati profesorima i uciti TEM tehnike. Na taj nacin, studenti imaju priliku promatrati

svijet nano veli¢ine u nevjerojatnoj dubini i detaljima [18].
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Slika 6. Shematski prikaz dijelova TEM-a [16]

3.3.3. Razlika izmedu skenirajuceg i transmisijskog mikroskopa
Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) i transmisijska elektronska mikroskopija
(TEM) dvije su najceSce vrste elektronske mikroskopije. lako obje tehnike dijele iste temeljne
principe, postoje nekoliko znaCajnih razlika u njihovoj instrumentaciji 1 signalima koji se
analiziraju. U SEM-u se sekundarni elektroni (SE) i povratno rasprieni elektroni (BSE) koriste
za dobivanje slika povrSine uzorka, dok se u TEM-u detektiraju transmisijski elektroni kako bi

se proizvela projekcijska slika unutrasnjosti uzorka.

Osim glavnih operativnih i instrumentalnih razlika, postoji jos nekoliko klju¢nih razlika izmedu

SEM-a i TEM-a koje vrijedi spomenuti:

Obuka i podrska: SEM-i su jednostavniji instrumenti od TEM-a. Obuka je puno laksa i postoji
manje mogucnosti za nastanak problema. SEM ¢e imati vrlo malo planiranih zastoja osim

redovitih zamjena izvora elektrona. Moguce je obuciti veliki broj korisnika bez brige o
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nedostupnosti instrumenta, §to ga ¢ini vrlo vrijednim alatom u industrijskim ili istrazivackim i
razvojnim okruzenjima. S druge strane, da bi TEM dosljedno isporucivao kvalitetne slike
visoke rezolucije, potrebni su vjesti operateri i mogucénost podrske ceS¢im rjeSavanjem
problema i potencijalno skupim popravcima. Opcenito, korisnicka baza za TEM bit ¢e

ogranicena na grupu visoko obucenih pojedinaca.

Automatizacija: Za dobro definirane tijekove rada, neki SEM modeli pruzaju moguénost
automatizacije prikupljanja i analize podataka. Potpuno automatizirani SEM mozZe obaviti sve,
od automatskog poravnanja do odabira podrucja od interesa, dobivanja visokokvalitetnih slika,
analize podataka i generiranja sazetka rezultata. Neki uobicajeni primjeri gdje je automatizirani
SEM vrijedan ukljucuju pracenje tehnicke cistoce proizvedenih dijelova, analizu tragova
dokaza (npr. ostatke pucanja), analizu inkluzija u Celiku i kontrolu kvalitete materijala za
baterije. Sto se tice TEM-a, postoji sve veéi broj rjesenja za automatizaciju koja omoguéuju
mikroskopistima uc¢inkovitije prikupljanje podataka za napredne eksperimente poput in situ
TEM-a. Medutim, potpuno automatizirane rutine na razini onih koje su trenutno dostupne za

SEM nisu tako lako dostupne.

Priprema uzoraka: SEM-i imaju vecu komoru za uzorke od TEM-a stoga mogu obraditi uzorke
u rasprsenom stanju koji su veli¢ine do nekoliko kvadratnih centimetara. Mnogi uzorci mogu
se analizirati bez daljnje pripreme, $to ga ¢ini prikladnom ne destruktivnom tehnikom. Analiza
istog uzorka u TEM-u moze zahtijevati opseznu pripremu. RasprSeni materijali moraju se
stanjiti na manje od 100 nm kako bi bili prozirni za elektrone, a priprema tako tankog uzorka

zahtijeva specijalizirane alate za stanjivanje 1 zavr$no ¢iScenje.

Elektronska mikroskopija omogucuje znanstvenicima vizualizaciju materijala na izuzetno
malim razinama. Izmedu SEM-a i TEM-a, odabir prave tehnike za primjenu u konacnici se
svodi na to koje informacije pokuSavate saznati o uzorku. U nekim slu¢ajevima, moguénost

koriStenja obje tehnike pruzit ¢e komplementarnu analizu koja je potrebna.

Nekoliko klju¢nih stvari koje treba imati na umu u procesu nabavke nove opreme za elektronsku
mikroskopiju: Koje vrste struktura analizirate i koja je potrebna rezolucija? PokusSavate li
saznati nesto o povrsini ili unutarnjoj strukturi, ili oboje? Je li vas tijek rada dobro definiran i

omogucuje li automatizaciju? Koje vrste objekata imate na raspolaganju i je li prostor ograni¢en
[19]?
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4. PRIMJENA ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE U
KOZMETICI

Kozmetologija je znanstvena i stru¢na disciplina koja obuhvaca proucavanje i primjenu

znanstvenih spoznaja ¢iji je cilj prvenstveno zastita zdravlja koze, ali 1 drugih aspekata ljudskog

zdravlja i ljepote.

Kozmetoloske znanosti proucavaju zdravlje koze, kose i noktiju te izradu i pravilnu upotrebu
kozmeti¢kih i srodnih preparata. Kozmetolozi su osposobljeni za rad na razli¢itim radnim
mjestima u javnim i privatnim ustanovama u kojima se provode procesi proizvodnje kozmetike,
u ustanovama koje se bave ljudskim zdravljem i ljepotom, u tvornicama kozmetic¢ke industrije
te u podrucju kozmetoloske regulative. Kozmetolozi takoder moraju biti educirani za koriStenje
opasnih kemikalija i poznavati njihovu pravilnu upotrebu, skladiStenje, rukovanje i1 odlaganje.
Mnoge kemikalije prisutne u kozmeti¢kim pripravcima predstavljaju potencijalne zdravstvene
rizike. Neke od opasnih kemikalija koje se nalaze u uobic¢ajenim tretmanima (npr. boje za kosu,
sredstva za opusStanje, sredstva za smirenje, tretmani keratinom, njega noktiju) ukljucuju

formaldehid, dibutil ftalat, natrijev hidroksid (luzinu), katran ugljena i amonijak.

U podrucju ljepote 1 kozmetologije, neki kozmeticki pripravci koji se koriste za bojenje kose 1
noktiju sadrZe kemikalije za koje se pokazalo da nepovoljno utjecu na zdravlje kozmeti¢ara,
kozmetologa kao i na krajnjeg korisnika. Kemijska kombinacija poznata kao "toksi¢ni trio"
Cesto je dio popisa sastojaka lakova za nokte, boja za kosu i odstranjivaca laka za nokte. Stoga
je vazno omoguciti obrazovanje 1 stru¢no osposobljavanje za one koji su izloZeni takvim

opasnim kemikalijama [20].

U kozmetologiji, znac¢ajnu primjenu imaju ve¢ i opti¢ki mikroskopi. Jedna od glavnih namjena
mikroskopa je procjena koznih tkiva. To znaci, struénjaci na temelju pregleda koze pomocéu
mikroskopa utvrduju kvalitetu koze. Profesionalci mogu pomocu mikroskopa vidjeti sve Cestice
koje su golim okom nevidljive, kao $to su lojne zlijezde, fine linije, razine kolagena, bore itd.
To omogucuje precizniju dijagnozu, kako bi struénjak mogao odrediti koji je najbolji

kozmeticki tretman za pacijenta.

Druga upotreba mikroskopa u kozmetologiji je analiza sastojaka kozmetickih preparata. Buduci
da mikroskop moze povecati veli¢inu sastojaka, prakticari mogu detaljnije vidjeti ucinke

spojeva. To znaci da mogu utvrditi jesu li proizvodi sigurni za koriStenje, kao i postoji li
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potencijalni rizik. Uz pomo¢ ove vrste informacija moze se poboljsati formulacija kozmetickih

proizvoda.

Mikroskop se takoder koristi za povecanje procesa bojenja. To znali da stru¢njaci mogu
koristiti mikroskop kako bi toc¢nije vidjeli uCinke pigmenata na kosu. To im omoguéuje

stvaranje to¢nih i predvidljivih rezultata koji postuju zeljeni stil korisnika.

Jedno od najnovijih dostignuc¢a u kozmetickoj mikroskopiji je fluorescentna mikroskopija. Ova
tehnologija omogucuje stru¢njacima trenutno provodenje biokemijskih testova kako bi dobili
viSe informacija o kozi. Ove informacije omoguéuju prakti¢arima da lako prepoznaju stanja
kao $to su akne, suha koza i znakovi starenja. Ova se tehnologija takoder koristi za provjeru

statusa pigmenta kako bi se odredio najucinkovitiji tretman.

Naravno, mikroskop se takoder moze koristiti za pregled folikula dlake. To znaci da se folikuli
dlake mogu trenutno pregledati za lijeGenje ¢elavosti ili opadanja kose. Frizeri i struénjaci za
njegu kose mogu pratiti ucinke tretmana i prilagoditi nacin primjene proizvoda kako bi
optimizirali rezultate. Ukratko, kombinacija mikroskopije i kozmetologije revolucionarizira

industriju.

U tom smislu, ovaj alat omogucuje profesionalcima da pogledaju unutraSnjost koze 1 vlakana
kose na potpuno novi nacin. Ovo poboljSava dijagnosticke mogucénosti i tretmane, Sto znaci da
pacijenti sada imaju pristup visokokvalitetnoj skrbi. To sugerira da ¢e kombinacija
mikroskopije 1 kozmetologije i dalje igrati vaznu ulogu, a profesionalci ¢e i1 dalje biti prvi koji

¢e koristiti prednosti ovog sve korisnijeg alata [21].

4.1. ANORGANSKE NANOCESTICE U KOZMETICKIM
PROIZVODIMA

Za analizu nanocestica u kozmetickim proizvodima, s obzirom na njihovu veli¢inu 1 potrebu

za ve¢im povecanjima kako bi se proucili sastojci, potreban nam je elektronski mikroskop.

Anorganski nanomaterijali razli¢itth kemijskih sastava i morfologija primijenjeni su u
kozmetickim proizvodima zbog svojih svojstava koja ovise o veli€ini 1 obliku, a koja mogu
poboljsati u€inkovitost proizvoda. Ovo poglavlje raspravlja o primjeni anorganskih nanocestica
u kozmeti¢kim proizvodima s naglaskom na karakteristicne zna¢ajke nanocestica prikladnih za

kozmetic¢ke primjene. Posebno su detaljno razmotrene primjene anorganskih nanocestica kao
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UV filtera i antimikrobnih materijala uz osnovni pregled temeljnih znanstvenih osnova vezanih
uz ove primjene. Nabrojani su tipovi nanocestica koriStenih u komercijalnim kozmetickim
proizvodima, §to odrazava raspon primjena i modifikacija svojstava. Takoder se raspravlja o
primjeni anorganskih nanocestica u kozmetickim formulacijama kao aktivnih komponenti 1

nosaca nanocestica, zajedno s relevantnim primjerima.

Nanocestice (engl. nanoparticles - NP) se smatraju vrijednim dodacima repertoaru industrijski
relevantnih materijala zbog raznolikosti, prilagodljivosti i mogucnosti integracije njihovih
svojstava koja su relevantna za Sirok raspon primjena. Zanimanje za funkcionalnost i korisnost
nanocestica proizlazi iz njihovih jedinstvenih karakteristika kao $to su visok omjer povrsine i
volumena, tvrdoca, kvantni efekti zatvaranja, elektronska i magnetska svojstva, kataliticka
svojstva i bioloska aktivnost, koja se ne manifestiraju u masovnom stanju niti na molekularnoj
razini. Anorganske nanocestice su medu najopseznije prou¢avanom klasom materijala zbog
potencijalnih primjena koje mogu ostvariti kao funkcionalne i strukturne sastavnice u
materijalima i uredajima. Raznolikost anorganskih materijala koji mogu formirati Cestice
nanometarskih dimenzija proSirena je umnozavanjem fizickih i kemijskih metoda primjenjivih

na sintezu nanomaterijala [22].

Posebno su neka svojstva NP-a pogodna za poboljSanje performansi u kozmetickim
proizvodima koji se koriste za dermatoloske, proizvode za njegu kose i dentalnu njegu [23].
Sukladno tome, komercijalni kozmeticki proizvodi koji koriste potencijale nanomaterijala ve¢
su stigli na trziSte. NanocCestice se opcenito koriste u kozmetickim proizvodima kako bi se
iskoristile prednosti svojstava povezanih s veli¢inom 1 oblikom. Nanomaterijali se uglavnom
koriste kao aktivne komponente, nanonositelji i kao pomo¢ u formulaciji raznih kozmetic¢kih

proizvoda.
Dvije vrste nanosustava opcenito se koriste u kozmetickim primjenama:

1) sustavi koji se razgraduju do molekularnog oblika nakon nano$enja na kozu

2) netopive Cestice koje zadrzavaju svoju strukturu ¢ak i nakon nanoSenja na kozu.

Dok prvu kategoriju uglavnom c¢ine nanosustavi kao Sto su liposomi i niosomi, veéina

anorganskih nanocestica koristenih u kozmetickim formulacijama spada u drugu kategoriju.

Iako su terminologija i koncepti nanotehnologije postali uobicajeni tek prije nekoliko

desetljeca, materijali nanometarskih dimenzija koristeni su u davnim vremenima za kozmeticke
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primjene. Nedavna studija otkrila je da je recept za boju za kosu star 2000 godina, koristen u

gréko-rimskom razdoblju, koristio PbS NP (nanocestice) za promjenu boje ljudske kose [24].

U modernom dobu, publikacije vezane za proucavanje potencijalne primjene nanomaterijala u
kozmeti¢kim proizvodima pocele su se pojavljivati ranih 1980-ih [25]. Kozmeticki materijali
koji sadrze titanijev dioksid predstavljeni su u patentnoj prijavi 1983. godine, a patent za
uporabu ZnO nanopraha u zastiti koze od ultraljubicastog (UV) zracenja objavljen je 1985.
godine [25]. Postoji brz porast broja znanstvenih publikacija vezanih uz nanosastojke u
kozmetickim materijalima. Znacajan dio istrazivanja u ovom podruc¢ju posvecen je proucavanju
zdravstvenog/bioloskog utjecaja NP-a. Smjernice i ograni¢enja za koriStenje nanomaterijala u
potroSackim proizvodima uspostavljaju se, nadziru i ponovno procjenjuju od strane razli¢itih

tijela i agencija u razli¢itim dijelovima svijeta.

Karakterizacija anorganskih nanomaterijala ukljucuje analizu veli¢ine, raspodjele veli¢ina,
oblika, fizi¢kih svojstava, kristalini¢nosti, povrSinskih naboja i sastava. Za ovu analizu koriste

se razne spektroskopske i mikroskopske metode (Slika 7).

Nanocestice

Veli¢ina estica Struktura kristala Sastav Fizikalne znacéajke
SEM XRD EDS TGA/DSC
TEM HRTEM XPS UV-vis apsorpcija
AFM SAED

DLS
BET
ultracentrifugiranje

Slika 7. Analiticke tehnike koristene za karakterizaciju anorganskih nanocestica [22]

Tehnike elektronske mikroskopije kao §to su skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) 1
transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) mogu pruziti informacije o veli¢ini i morfologiji
cestica. Vizualni prikaz Cestica dobiva se kao digitalne slike, koje se mogu dodatno analizirati
softverom za analizu slika kako bi se kvantificirala veliCine i raspodjele veli¢ina cestica. SEM
koristi sekundarne elektrone koje emitiraju atomi nakon pobude visokoenergetskim snopom
elektrona, dok TEM koristi elektronske snopove koji prolaze kroz uzorak za stvaranje slike.
Uzorak za analizu u SEM-u obi¢no se priprema suSenjem razrijedene otopine nanocestica na

¢vrstoj povrsini. U slu€aju materijala koji nisu elektri¢no vodljivi, metalni premaz obic¢no se
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nanosi tehnikom rasprSivanja prije SEM analize. TEM uzorci se obi¢no pripremaju suSenjem

razrijedene otopine Cestica na metalnoj mrezi.

Mikroskopija atomskih sila (AFM) je tehnika skeniraju¢e sonde koja djeluje mjerenjem sila
izmedu vrha sonde veli¢ine atoma i povrsine kao funkcije razmaka izmedu njih. U kontaktnoj
AFM, topografski grafikon se generira dodirom sonde na povrSinu, dok se u ne kontaktnoj
AFM, sonda pomice preko povrsine bez fizickog kontakta. AFM slike mogu pruziti informacije
o 3D morfologiji analiziranih nanocestica. AFM mjerenja se obi¢no provode na uzorcima

deponiranim na glatkoj ¢vrstoj povrsini.

Analiza dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS) je ucinkovit alat za dobivanje raspodjele
veli¢ina Cestica u uzorku. Ovo mjerenje temelji se na Brownovom gibanju nanocestica u
otopini. Kada snop monokromatskog lasera pogodi otopinu ili disperziju nanocestica,

nasumic¢no gibanje ¢estica uzrokuje promjene u intenzitetu rasprsene svjetlosti.

Hidrodinamicki promjer Cestice moze se procijeniti mjerenjem koeficijenta translacijske
difuzije putem DLS-a pri odredenoj temperaturi i viskoznosti medija. Softver povezan s DLS
instrumentima izvodi ove izraCune, a raspodjela veli¢ine Cestica prikazuje se kao rezultat.
Buduéi da prikuplja podatke od velikog broja cCestica istovremeno, DLS moze pruziti
sveobuhvatan prikaz raspodjele veli¢ine Cestica u jednom eksperimentu 1 u kratem vremenu,
za razliku od tehnika elektronske mikroskopije (SEM, TEM) i AFM-a. Rasprsenje zratenja
(lasera) takoder se moze koristiti za kvantificiranje povrSinskog naboja Cestice (zeta
potencijala). Kada se elektricno polje primijeni na otopinu nanocestica, one se kre¢u kao
odgovor na primijenjeno polje. Brzina kretanja Cestica povezana je s povrSinskim nabojem
Cestice, a to se moZe kvantificirati analizom rasprSenja Cestica i standardnim jednadzbama.
Postoje DLS instrumenti s kombiniranim moguénostima mjerenja veli¢ine Cestica i1 zeta
potencijala nanocestica. Brunauer-Emmett-Teller (BET) analiza povrSine je tehnika za
dobivanje specifi¢ne povrsine uzoraka proucavanjem adsorpcije plinova. Ona daje informacije
o veli¢ini pora ¢vrstih uzoraka i moze se koristiti za izraCunavanje prosjecne veli¢ine Cestica
uzorka nanocestica. Analiticke ultracentrifugacijske tehnike kao S$to su diferencijalna
sedimentacijska analiza i1 integralna sedimentacijska analiza takoder se mogu koristiti za
dobivanje mjere prosjecne veli¢ine Cestica. Princip ovih tehnika je da brzina sedimentacije
Cestice ovisi 0 njezinoj masi i veli¢ini. Ultracentrifugacija otopine nanocestica uzrokuje
frakcioniranje uzorka jer Cestice razliitih veli¢ina sedimentiraju razli¢itim brzinama. Brzine
sedimentacije razliCitih frakcija mogu se mjeriti optickim metodama, a te brzine mogu se
izravno povezati s ¢esticama koje Cine svaku frakciju.
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Kristalna struktura nanocestica moze se analizirati pomoc¢u rendgenske difrakcije praha (XRD).
U ovoj tehnici, suhi uzorak nanocestica analizira se kako bi se dobili vrhovi koji odgovaraju
specifiénim kristalografskim ravninama. Dobiveni XRD uzorak zatim se usporeduje s uzorcima
u standardnoj XRD bazi podataka kako bi se identificirala kristalna struktura nanocestica.
Visokorezolucijska transmisijska elektronska mikroskopija (HRTEM) pomaze izravnoj
vizualizaciji kristalnih ravnina u kristalnom uzorku nanocestica. Razmak izmedu ravnina
dobiven iz ovih slika ukazat ¢e na kristalnu strukturu nanocestica. Difrakcija odabranog
podrucja elektrona (SAED) je jo$ jedan alat za istrazivanje kristalne prirode uzoraka
nanocestica. SAED mjerenje se obi¢no izvodi u TEM-u, a odgovarajuci difrakcijski uzorak

elektrona analizira se pomoc¢u odgovarajuéeg analitickog softvera i baze podataka.

Elementarni sastav nanoc¢estica moze se kvantitativno analizirati pomocu energijski disperzivne
rendgenske spektroskopije (EDS). U ovoj tehnici, snop visokoenergetskih elektrona koristi se
za stimuliranje karakteristi¢nih rendgenskih emisija elemenata prisutnih u uzorku. Analiza
rezultiraju¢e rendgenske emisije daje informacije o vrstama elemenata prisutnih u uzorku.
Relativni postotci razli¢itih elemenata dobivaju se usporedbom intenziteta karakteristi¢nih
vrhova svakog elementa. EDS analiti¢ki sustav obi¢no je povezan sa SEM-om ili TEM-om.
Analiza specificna za lokaciju na pojedina¢nim nanostrukturama takoder je moguca
fokusiranjem snopa elektrona na odabrano podrucje strukture. Rendgenska fotoelektronska
spektroskopija (XPS) moze se koristiti za identifikaciju oksidacijskih stanja razli¢itih iona
prisutnih u anorganskoj nanocestici. XPS analiza se dobiva ozracivanjem materijala snopom
rendgenskih zraka i mjerenjem kineticke energije 1 broja elektrona koji izlaze s povrSine
materijala. Mjerenje kineticke energije elektrona dat ¢e mjeru njihove vezne energije, koja je
karakteristicna za element u odredenom -elektronskom stanju ili oksidacijskom stanju.
Usporedba relativnih postotaka atomskih vrsta prisutnih u uzorku takoder se moze dobiti iz

XPS-a.

Toplinska stabilnost 1 termokemija uzorka nanoCestica mogu se analizirati pomocu
termogravimetrijske analize (TGA) i diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC), koja se
obi¢no izvodi istovremeno jednim instrumentom. TGA analizira promjenu tezine u uzorku pri
povecanju temperature. To daje informacije kao $to su temperatura razgradnje cCestica,
temperatura pri kojoj se organski ligandi uklanjaju iz sustava. DSC biljezi toplinske promjene
koje se dogadaju u sustavu pri povecanju temperature. To omogucuje pracenje egzotermnih i
endotermnih procesa koji se dogadaju u uzorku pri povecanju temperature.
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Svojstva apsorpcije ili transmisije anorganskih nanocestica mogu se dobiti iz UV-Vis
apsorpcijske spektroskopije. Otopina uzorka ili film uzorka napravljen na odgovaraju¢em
supstratu mogu se koristiti za snimanje apsorpcije ili transmisije. 1z apsorpcijskih spektara

takoder se moze procijeniti energetski procjep anorganskih nanokristala [26].

4.2. ANALIZA NANOCESTICA U KOMERCIJALNIM KREMAMA
ZA SUNCANJE

Nanocestice titanijevog dioksida (TiOz) i cinkovog oksida (ZnO) postale su popularne kao
anorganski fizicki zastitni faktori od sunca jer mogu reflektirati i rasprsivati UVA i UVB
zracenje, dok sprjecavaju iritaciju koze i poremecaje endokrinog sustava koje obi¢no uzrokuju
kemijski UV filteri. Takoder, ove nanocestice mogu biti prozirne i ugodne na dodir [27].
Medutim, nedavno su se pojavili sigurnosni problemi vezani za njihovu uporabu u potrosackim
proizvodima. Izvjestaji su sugerirali da nanocestice u kremama za sunéanje uzrokuju cito- i
genotoksi¢nost Q3 putem oksidativnog stresa [28]. Zvyagin i sur. [29] i Tilman i sur. [30]
pokazali su da TiO2 i ZnO nanocestice ne mogu prodrijeti u duboke slojeve zdrave koze odraslih
osoba. Suprotno tome, Wu i sur. [31] su pokazali da TiO2 nano¢estice mogu uci u duboke
slojeve epidermisa svinja kao 1 kozZe bezdlakih miSeva. Budu¢i da je utjecaj nanocestica na ljude

slabo shvacen, medu medunarodnim tijelima nisu implementirani jasni propisi za nanocestice.

Formulacije krema za suncanje vrlo su sloZzene i neprozirne, §to oteZava detekciju 1
karakterizaciju nanocestica. Tyner i sur. [32] su procijenili sposobnost 20 analitickih metoda za
detekciju TiO2 i ZnO nanocestica u neizmijenjenim komercijalnim kremama za suncanje.
Skenirajuca elektronska mikroskopija, AFM, laserska skenirajuc¢a konfokalna mikroskopija
(LSCM) i rendgenska difrakcija (XRD) smatrani su primjenjivima i komplementarnima za
karakterizaciju nanoCestica u kremama za suncanje. Smjernice o sigurnosnOj procjeni
nanomaterijala u kozmetici od strane Znanstvenog odbora za sigurnost potrosaca sugerirale su
upotrebu najmanje dvije metode, od kojih bi jedna trebala biti elektronska mikroskopija, po
mogucnosti visoko-rezolucijska transmisijska elektronska mikroskopija (TEM), kako bi se

odredili parametri veli¢ine nanomaterijala [33].
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Priprema uzorka

Nakon $to su protresli komercijalne kreme za suncanje, uzeti su uzorci (oko 0,05 ) iz
boce i razrijedeni s etanolom (8 mL) [34]. Kap (10 mL) dobivenih disperzija nanijeta je na
bakrenu resetku presvucenu ugljikom, obrisana pomocu filter papira i suSena na zraku na sobnoj
temperaturi. Veli¢ine i oblici Cestica analizirani su pri naponu ubrzanja od 200 kV i poveéanja
od 10.000 do 20.000 puta. Elementarni sastavi odredeni su spektroskopijom energijski
disperzivnih rendgenskih zraka (EDS).

TEM analiza

Veli¢ina, oblik i sastav Cestica komercijalnih krema za suncanje istrazivani su
kombiniranjem TEM-a s EDS-om. Uzorci su morali biti razrijedeni prije snimanja TEM/EDS-
a. Elektronski mikrografi uzoraka jasno su pokazali nanocestice jer ostatak formulacije nije
utjecao na rezoluciju (Slika 8). Otkrivene su razlike u obliku Cestica izmedu uzoraka.
Konkretno, igli¢aste Cestice pronadene su u COM 1, 2 i 4, dok su u COM 5 primijeéene i
iglicaste i sferi¢ne Cestice. Kompozicijska analiza anorganskih ostataka EDS-om pokazala je
prisutnost signala Si ili Al koji se blisko podudaraju sa signalom anorganskog filtera u veéini
uzoraka. Izvjestaji su zabiljezili da su povrSine TiO2 nanocestica modificirane silicijevim
dioksidom i aluminijevim oksidom kako bi se smanjila foto reaktivnost i minimizirala formacija
reaktivnih vrsta kisika [34]. Skenirajuéi elektronski mikroskop (SEM) uparen je s EDS-om
kako bi se analizirali komercijalni preparati za sunc¢anje. Uzorci su morali biti razrijedeni prije
snimanja SEM/EDS-a, ali ¢ini se da je naboj okolne organske matrice smanjio rezoluciju
(podaci nisu prikazani). Zbog svoje visoke rezolucije, TEM je prikladniji od SEM-a za analizu
nanocestica u ovim uzorcima. U skladu s kriterijima Medunarodne suradnje o regulaciji
kozmetickih proizvoda, Sest uzoraka sadrzavalo je TiO2 1 ZnO cestice koje su pokazivale barem
jednu dimenziju manju od 100 nm. COM 1 i COM 2 sastoje se od mjeSavine TiO2 i ZnO
nanoCestica. XRD 1 TEM mjerenja pruzila su konzistentne veli¢ine 1 komplementarne
karakteristike nanomaterijala (Slika 9) [35]. Nanocestice rutilnog TiO2 pokazale su iglicasti
oblik u COM 1, COM 2 i COM 4. Stoga se u COM 5 zakljucilo da anatas i rutilni TiO>
nanoCestice pokazuju redom sferi¢ni i igliCasti oblik. Ti rezultati pokazuju da su se podaci
XRD-a preklapali s podacima TEM-a. | XRD i TEM su prikladni za analizu povezanu s

veli¢inom u preparatima za suncanje.
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Slika 8. Transmisijska elektronska mikroskopija komercijalnih krema za suncanje koje
sadrzavaju anorganske nanocestice, COM 1-6 (A-F) [34]

Product Mo. XRD TEM
Particle Phase PPS (estimate)  Particle size (nm)  Particle shape  Elements detected by EDS

coM1 Ti0s Rutile 15 nm 3085 (length) Needle shaped Ti, Zn, €, O, Al Si, (Cu)

1020 (width)
Zn0 Wurtzite 56 nm 50-110 (length) VRrious

3590 {width)

cOM2 Ti0s Rutile 12 nm 4585 (length) Meedle shaped Ti, Zn, C, O, AL Si, (Cu)
1015 (width)

Zn0 Wurtzite 59 nm 35—245 (length) various

2065 (width)

COM 3 Zno Vurtzite &4nm 20290 (length) various Zn,C,0, AL Si, (Cu)
3085 (width)

COM 4 Ti0s Rutile S 4595 (length) MNeedle shaped T4, C, 0, AL Si, (Cu)
1020 (width)

CoMS TiD: Anatase 93nm 25100 (length) Spherical Ti, C, 0, AL Si, (Cu)
2080 (width)

Rutile 33 nm 8095 (length) Meedle shaped Ti, C, 0, AL Si, (Cu)

1015 (wridth)

coM 6 2n0 Wurtzite 47 nm 20285 (length) various 2n,€,0, S, (Cu)
1585 (width)

Ti0: MNP standard Ti0z Anatase 23 nm 448 (length) verious Ti,C, 0, {Cu)

Rutile 31nm 340 (width)

Zn0 NP sndard Wurtzite 29 nm £-47 (length) Spherical Zn,C, 0, (Cu)

847 (width)

EDS = energy-dispersive X-ray spectroscopy; PPS = primaery particle size.
* Unawzilable nformation.

Slika 9. Rezultati XRD i TEM analize uzoraka komercijalnih krema za suncanje [35]

Na komercijalne preparate za sun¢anje primijenjeno je nekoliko analitickih metoda; medutim,
neke od njih nisu bile prikladne za otkrivanje nanocestica u ovim formulacijama. Nasuprot
tome, XRD i TEM su identificirali TiO2 i ZnO u uzorcima i pruzili komplementarne informacije
0 karakterizaciji nanoc¢estica. XRD je mogao pokazati kristalnu strukturu i prosjeénu veli¢inu

Cestica u neizmijenjenim preparatima za sunc¢anje; TEM je mogao pokazati veli¢inu, oblik 1
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sastav Cestica komercijalnih preparata za suncanje. lako su obje metode bile konstantne u
rezultatima veliCine, imale su nekih ograni¢enja. XRD nije metoda za slikanje koja bi mogla
opaziti nanocestice u formulacijama i ne moze odrediti veli¢inu iznad priblizno 200 nm. TEM
moze razluciti nanoCestice U uzorku, ali su uzorci morali biti razrijedeni prije promatranja.
Uvjet razrjedivanja moze promijeniti nanocestice te Se ne moze analizirati stanje
agregacije/aglomeracije u konacnim proizvodima. Unato¢ ogranicenim metodama, nove

tehnike se stalno razvijaju [36].

4.3. KOZMETICKI UCINCI I MORFOLOGIJA KOZE POMOCU
SEM-a

Za TEM studije, uzorak biopsije mora biti "fiksiran" (oCvrsnut kako bi se sprijecila
degradacija); ugraden (kako bi se mogao rezati); rezan; "obojen" kako bi se istaknuo kontrast;
1 fotografiran unutar visokog vakuuma -elektronskog mikroskopa. Jednostavno receno,
promjene uzrokovane fiksiranjem, ugradivanjem i bojenjem su ogromne u usporedbi s relativno
suptilnim promjenama uzrokovanim primjenom kozmeti¢kog proizvoda. U stvari, ¢ak 1 masni
materijal nanesen na povrsinu uzorka biopsije ima tendenciju difuzije u ugradeni materijal i ne

ostaje na uzorku. Zbog svih ovih razloga, SEM je alat izbora za vecinu studija koZe.

Prve SEM studije na ljudskoj kozi ukljucivale su uzorke biopsija, kako zivotinjskih tako 1
ljudskih. Teski ucinci dehidracije unutar ultra visokog vakuuma SEM-a ostavljali su uzorke
toliko skupljene, iskrivljene i promijenjene da bi svaka veza izmedu stvarnosti i onoga §to se
vidjelo bila slu¢ajna. Cak ni novije i sofisticiranije metode pripreme uzoraka, kao $to su susenje
na kriti¢noj tocki ili suSenje zamrzavanjem, nisu bile osobito bolje. 1z tog razloga su se Garber
[37] i suradnici usmjerili na postupke koji koriste replike koze, koje imaju prednost §to mozemo
karakterizirati SEM-om in vivo stanje podrucja stratum corneuma, a takoder mozemo pratiti
identi¢no podru¢je na mikrografijama kao funkciju vremena, na neki nacin, poput ViSOko
poveéane vremenske fotografije. Na taj se nac¢in moze pratiti uc¢inak proizvoda kao funkcija
vremena i procijeniti ué¢inkovitost ovog proizvoda u odnosu na kontrolu. Facq i Bernstein su
jos kasnih 1960-ih saznali da normalna silikonska smola, bilo tipa RTV-11 ili ¢ak materijali za
otiske koriSteni u stomatologiji, mogu napraviti "prihvatljive" (relativno bez artefakata) replike
roznatog sloja koze (stratum corneuma ili gornjeg sloja epiderme). Nakon dobivanja "otiska"

ili "negativa", negativ se sam replicira, dajuci "pozitivnu" repliku povrsine koze. Takoder je
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postojao problem s artefaktima u replikama, kao $to su zra¢ni mjehuriéi, koji su imali tendenciju

ograniciti, u odredenim aspektima, korisnost.

Nazalost, artefakti nisu bili jedini nedostaci izvorno koriStenih metoda. Prvo, bila je kritika da
je proucavano podrucje premalo; kako se znalo da je to malo podrucje doista reprezentativno
za proucavanje stratum corneuma u cjelini? Osim toga, ogromne heterogenosti prisutne od
tocke do toCke na stratum corneumu bile su takve da se gotovo moglo dokazati ili opovrgnuti

bilo §to pazljivim odabirom podrucja.

Pristup Garbera i suradnika [37] bio je razviti postupak koji bi omogucio sljedece: proizvesti
visoko rezolucijske negativne replike bez artefakata; pretvoriti negativne replike u visoko
rezolucijske pozitivne replike; fotografirati ista identi¢na podrudja, prije i nakon tretmana, kao
funkciju vremena, i pra¢enjem istog identicnog podrucja izbjec¢i neke probleme heterogenosti
od tocke do tocke; napraviti velike montaze, radije nego nasumic¢no odabrane slike, tako da bi
bilo oc€ito da je proucavano dovoljno veliko podrucje; kvantificirati dobivene slike ru¢no ili
pomocu raCunala za analizu slike; korelirati rezultate, kvantitativno kao i kvalitativno, s

poznatim klinickim stanjima.

Primjena mnogih uobi¢ajenih losiona i krema koje su trenutno dostupne donosi olakSanje
osobama sa suhom ili ispucalom kozom. Jesu li ti "hidratantni" proizvodi zaista dodavanje vlage

u roznati sloj koze ili su njihovi korisni uéinci postignuti nekim drugim mehanizmom?

Slika 10. pruza izvrstan uvid u mehanizam onoga $to se zaista dogada [37]. Prvo, dolazi do
potpune pokrivenosti; iako se proizvod utrljava, na ovim povecanjima vrlo jasno vidimo
pokrivanje. Je li ovo hidratacija? Mozda jest, mozda nije, ovisno o tome kako se definira
hidratacija, ali jasno je da je ukupni ucinak daleko iznad onoga $to ¢e voda sama po sebi u€initi.
U svakom slucaju, mozemo definirati odredeno pobolj$anje mjereno smanjenjem uzdignutih
podslojeva roznatog sloja koze (gornjeg sloja epiderme), ¢ak i ako njihova odsutnost proizlazi
1z toga Sto su prekriveni. Tijekom eksperimenta, ispitanik je sigurno doZivio koristan klinicki

ucinak, koZa je postala meksa, i opéenito, ispitanik je osjetio da je koza hidratizirana.
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Slika 10. SEM prikazi ispucane koze: (a) prije, (b) nakon 1 sat, i (c) nakon 5 sati nanosenja
"hidratantnog" losiona. Primijetite prekrivanje povisenih slojeva nakon 1 sata i pocetak
njihovog ponovnog pojavljivanja nakon 5 sati. Skale predstavijaju 300 um. [37]

Velika paznja usmjerena je na ucdinkovitost odredenih aktivnih sastojaka koji se koriste u
proizvodima za njegu koze. Za neke se ¢ini da imaju ucinak, te mozemo pratiti promjene koje
su izazvane ovim materijalima kroz studije replika. Jedna takva studija provedena je u suradnji

s Kurtom Neulingerom, na ispitaniku s ispucalom kozom.

1. Gornji dio dlana ruke bio je namocen 10 minuta u 5%-tnoj otopini natrijevog lauril
sulfata kako bi koza dodatno ogrubjela. Nakon 20 minuta, napravljena je REPLIKA
PRIJE (Slika 11.a).

2. Zatim je na taj dio ruke natapkana voda, te nakon ¢ekanja 10 minuta, napravljena je
REPLIKA NAKON VODE (Slika 11.b).

3. Collasol je njezno utapkavan na gornji dio dlana dio ruke kao §to je bilo u¢injeno za
kontrolu vode, nakon ¢ega je uslijedilo njezno ispiranje. Nakon 20 minuta, napravljena

je REPLIKA NAKON COLLASOLA | VODE (Slika 11.c).

30



4. "Collasol" je ponovno nanijet, ali nije ispran, te nakon 20 minuta napravljena je
REPLIKA NAKON COLLASOLA (Slika 11.d).

Najuocljivija je razlika u opéem izgledu izmedu dvije replike sa (Slika 11 (c, d)) i dvije bez
(Slika 11 (a, b)) "Collasola". REPLIKE PRIJE i SAMO VODE pokazuju manifestacije suhe
koze zbog prisutnosti nekih uzdignutih podslojeva epiderme, ali i REPLIKE NAKON
COLLASOL PLUS VODE i REPLIKE NAKON COLLASOL pokazuju poboljsanje u odnosu
na SAMO VODU. Takva promatranja sigurno pruzaju dokaze da je ovaj sastojak u¢inkovit za

ljudsku kozu. Kada se Collasol nanese i ne ispire, postoji joS ocitije zagladivanje.

Slika 11. SEM montaze prikazuju ucinke Croda "Collasol-a" kada se nanosi na blago suhu
kozu: (a) prije, (b) nakon samo vode, (c) nakon Collasol-a s ispiranjem vodom, i (d) nakon
Collasol-a (bez ispiranja). Obratite paznju na naznake zagladene teksture koze i cinjenicu da
samo voda gotovo nista ne cini. Ljestvice predstavijaju 100 um. [37]

Jesu li to hidratiziraju¢i ucinci? Oc¢ito, voda sama po sebi gotovo nista ne ¢ini kao §to mozemo
vidjeti. Postoje oni koji vjeruju da materijali poput Collasola privlace vlagu, tako "zadrzavajuéi"
ju na kozi. U svakom slucaju, o€ito se dozivljava klinicki uéinak s Collasolom i replike

podrzavaju tu klinicku ¢injenicu.
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Da sazmemo, ovi rezultati pokazuju da bilo koji kozmeticki tretman koji smanjuje broj ili
veli¢inu uzdignutih podslojeva roznatog sloja koze te rezultira korisnim klinickim u¢inkom, a
kvantitativno mjerenje ucinkovitosti proizvoda moze se dobiti mjerenjem broja prisutnih

uzdignutih podslojeva [37].

Jasno je da skenirajuci elektronski mikroskop, kada se koristi za fotografiranje replika ljudske
koze, moze biti snazan alat za procjenu u¢inkovitosti proizvoda za njegu koze. Povezivanjem
koncentracije i veli¢ine uzdignutih podslojeva s kvalitetom koze, mozemo procijeniti

dugoro¢nu (ili kratkoro¢nu) korist odredene kozmeticke formulacije.

Konaéno pitanje i dalje se odnosi na "hidrataciju". Iz predstavljenih podataka, ¢ini se da
djelovanje vecine tipi¢nih hidratantnih sredstava ¢e prodrijeti u (ali ne nuzno kroz) roznati sloj
koze, zagladujuéi inace suhi roznati sloj. Bilo da govorimo o ovlazivac¢ima, lipidima ili neCemu
tako obicnom kao mineralnom ulju, mehanizam se ¢€ini isti, tj. prekrivanje, koje zatim prati
difuzija lokalno primijenjenih materijala u uzdignuta mjesta roznatog sloja. Jednom kad je tako
ote¢en, kombinacija povrSinskih napetosti (koje drze uzdignute podslojeve spustene na ravninu
roznatog sloja) i ucinci podmazivanja dovode do percipiranih klini¢kih ucinaka. Neki
materijali, poput Collasola, odredenih proteina i polimera dobivenih od celuloze, mogu
djelovati prvenstveno povezivanjem vode s gornjom povrSinom, nakon cega prevladavaju
ucinci povrsinske napetosti. Jasno je da, bez prisutnosti masnog sloja, takvi materijali mogu
posti¢i Zeljene klinicke u€inke bez masnoce istovremeno. Za tipi¢ne hidratantne proizvode
trenutno prisutne na trziStu, iako moZe biti ukljuena voda, primarni u€inak je zbog ulja 1

dodataka osim vode [37].
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5. ZAKLJUCAK

Elektronska mikroskopija, posebno skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM) i
transmisijska elektronska mikroskopija (TEM), pokazala se vrlo korisnom u primjeni u
kozmetologiji i procjeni u¢inaka kozmeti¢kih proizvoda. Ove tehnike omogucuju detaljan uvid
u strukturu 1 morfologiju koZze na nanometarskoj razini, Sto je od velike vaznosti za

razumijevanje djelovanja kozmetickih proizvoda.

SEM analiza replika koze pruza vizualne dokaze o promjenama u strukturi roznatog sloja
izazvanima kozmetickim proizvodima. Kvantifikacija broja i veli¢ine uzdignutih podslojeva
roznatog sloja koze omogucéuje objektivnu procjenu ucinkovitosti hidratantnih preparata i
drugih formulacija. Ova metoda takoder pomaze u prac¢enju dugoro¢nih uc¢inaka i postojanosti

proizvoda na kozi.

S druge strane, TEM u kombinaciji sa spektroskopijom energije rasprSenih X-zraka (EDS)
omogucuje detaljnu karakterizaciju nanocestica poput titanijevog dioksida i cink oksida koje se
koriste u proizvodima za zastitu od sunca. Ove tehnike pruzaju informacije o veli€ini, obliku,

kristalnoj strukturi i sastavu nanocestica prisutnih u komercijalnim proizvodima.

Ukratko, elektronska mikroskopija revolucionirala je moguénosti karakterizacije i procjene
kozmetickih proizvoda, pruZaju¢i uvid na nanometarskoj razini. Integracijom ovih naprednih
analitickih tehnika s drugim znanstvenim disciplinama, kozmetologija nastavlja napredovati u

razvoju ucinkovitijih 1 sigurnijih formulacija prilagodenih specificnim potrebama potroSaca.
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6. POPIS SIMBOLA | KRATICA

772 - masa
A-valna duljina

v- frekvencija

h - Planckova konstanta

E - energija fotona

AFM — mikroskopija atomskih sila

BET — Brunauer-Emmett-Teller analiza

BSE — rasprseni elektroni

CRT - katodna cijev

DLS — dinamicko rasprsenje svjetlosti

DSC — diferencijalna skenirajuca kalorimetrija

EDS — energijski disperzivna rendgenska spektroskopija
EFTEM - transmisijska elektronska mikroskopija s filtriranjem energije
LSCM - laserska skeniraju¢a konfokalna mikroskopija
NP — nanocestice

NSOM - skenirajuca opticka mikroskopija bliskog polja
SAED - difrakcija odabranog podrucja elektrona

SE — sekundarni elektroni

SEM - skenirajuci elektronski mikroskop

STEM - skenirajuci transmisijski mikroskop

TEM — transmisijski elektronski mikroskop

TGA — termogravimetrijska analiza
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UV — ultraljubicasto
XPS — rendgenska fotoelektronska spektroskopija

XRD - rendgenska difrakcija
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