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Uvod

U posljednje vrijeme sveopéom implementacijom racunala i
razvojem tehnologije, spektrofotometrija je postala neizostav-
na tehnika za brojne analize. Ultraljubicasta (UV) i vidljiva ap-
sorpcijska (VIS) spektroskopija primjenjuje se za kvantitativnu,
ali i za kvalitativnu analizu. To je najces¢e primjenjivana meto-
da u kemijskim i klinickim laboratorijima svijeta od bilo kojeg
drugog pojedinacnog postupka. Temelji se na ovisnosti energije
zracenja i kemijskog sastava tvari. Za odredivanje u UV, Vis i IR
dijelu spektra upotrebljavaju se instrumenti — spektrofotometri.
Najvazniji dijelovi instrumenta koji se primjenjuju u apsorpcijskoj
spektrofotometriji jesu: izvor svjetlosti, monokromator, kivete i
drzaci za kivete, uredaj za mjerenje intenziteta propustene svje-
tlosti (detektor).

U spektrofotometriji za vidljivi dio spektra najcesce se upotreblja-
va lampa s volframovom niti, dok se za ultraljubicasti dio spektra
upotrebljava deuterijeva lampa. Spektrofotometar je uredaj koji
mijeri promjene u refleksiji, transmisiji ili zracenju, u intervalima,
duz valnih duljina vidljivog dijela spektra. Kao rezultat mjerenja
faktora refleksije ili transmisije u pojedinim valnim podrucjima
(intervalima) dobiva se spektrofotometrijska krivulja. Prilikom
odredivanja boja najcesc¢e se primjenjuju spektrofotometrijske
krivulje u valnom podrucju od 400 nm do 700 nm.
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Teorijski dio odredivanja boja

Nastanak i dozivljaj boje ovisi o spektralnom sastavu svjetla koje
pada na promatrani predmet, molekularnoj strukturi materijala s
kojeg se svijetlo reflektira ili propusta te ¢ovjekovim osjetom boje
putem vidnog sustava i mozga. Takoder vrlo je bitno da svaka
instrumentalna metoda koja je Siroko primjenjiva uzme u obzir
ove navedene cimbenike. Instrumentalne metode za odrediva-
nje boje pruzaju objektivne podatke, a ne subjektivni dozivljaj
te uz odgovarajuce odrzavanje i umjeravanje daju vrlo precizne i
tocne rezultate. Temelj bilo kojeg instrumentalnog odredivanja je
ljudsko oko koje detektira boju putem “receptora”. U mreznici se
nalaze dvije vrste receptora (fotoosjetljivih stanica) koji su zivcima
povezani s mozgom, a to su Stapici (omogucuju osjet svjetline) i
cunji¢i (omogucuju osjet boje). Tri razlicite vrste ¢unjica L, M i S
percipiraju primarne boje koje se definiraju kao crvena, zelena i
plava. Kombinacijom tih primarnih boja u ljudskom mozgu nasta-
ju ostale boje." L ¢unijici su osjetljivi na vece valne duljine (crveni
dio spektra), M su osjetljivi na srednje valne duljine (zeleni dio
spektra) i S cunji¢i na manje valne duljine (plavi dio). Svjetlost
svih valnih duljina pretvara se u tri signala, po jedan za svaki tip
¢unjica. Taj princip trikromati¢nosti je osnova kolorimetrije. Tri-
kromati¢nost je vazna jer su odzivi pojednostavljeni u tri signala,
pa bi razli¢ite spektralne kombinacije mogle dati percepciju jed-
nake boje. Ta se pojava naziva metamerizam i znaci da ljudsko
oko ne moze vidjeti razliku izmedu uzoraka razlicitih spektralnih
svojstava. Cinjenica da se osjetljivosti ¢unji¢a preklapaju, znaci da
integrirana svjetlost ne stimulira pojedinacno jednu vrstu ¢unjica,
vec sve njih u razli¢itim omjerima, a rezultat stimulacije su razli-
¢ite nijanse boja.?

Boja je psihofizicko svojstvo, Sto znaci da e isti uzorak pod jed-
nakim osvjetljenjem dva razli¢ita promatraca percipirati druga-
cije ili cak isti promatrac, ali u razlicitim dijelovima dana.® Iz tog
razloga, potrebno je eliminirati tu promjenjivost kako bi se opi-
sala boja. Osjetljivost ¢unjica je za svaku boju drugacija. No, u
slucaju da se nade prosjek kako promatraci s normalnim vidom

detektor
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Slika 1 — Spektrofotometar PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS i princip spektrofotometrije (izvor: PerkinElmer)
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vide boju, moglo bi se govoriti o standardnom promatracu. To
je ucinila Internacionalna komisija za rasvjetu CIE (Commision
Internationale de I’Eclairage) dvadesetih godina proslog stoljeca,
definiraju¢i 1931. godine standardnog promatraca.*
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Slika 2 — CIE 1931 — standardni promatrac (tristimulusne vrijednosti spek-
tralnih boja)

Refleksija ili transmitancija mjere se u intervalima svakih 10 nm
na podrucju od 400 do 700 nm. Rezultat se izrazava kao posto-
tak, Ciji maksimum iznosi 100 %. Vrijednosti tristimulusa, XYZ,
dane su sljede¢im jednadzbama:

X=3""pX,PAL]Y (M
X=3""p,7.PAL/Y' )
X=3""p,Z,PAL/Y! 3)
Y'=>""7 PAAp, 4)

pri cemu je spektralna refleksija uzorka oznacena s APA, APA, APA
su poznate vrijednosti povezane sa standardnim izvorom svjetlo-
sti (D65), a AA je izrazena u nm.

Dakle, kako ¢ovjekovo oko vidi, boju ovisi o stimulaciji receptora
za crvenu, zelenu i plavu komponentu, pa su zato potrebne tri
vrijednosti kako bi se opisale sve moguce boje. Ako zamislimo da
su primarne boje na osima trodimenzionalnog sustava, dobili smo
sustav boja. Stru¢njaci su razvili mnoge sustave boja, a svaki ima
svoje prednosti i mane. Kljucni sustavi su medunarodno standar-
dizirani, pa se primjenjuju u industrijskoj proizvodnji. Najrasire-
nija je primjena XYZ i CIE L*a*b sustava boja. U XYZ sustavu boja
primjenjuju se X, Y i Z oznake za komponente boje, pri ¢emu
X iY oznaka oznacavaju koordinate boje, a Z svjetlinu. Polozaj
boje unutar prostora boja moze se definirati precizno primjenju-
juci ove tri koordinate. No iz kromatskog dijagrama nije moguce
odrediti koliko se boje razlikuju jer prostor boja nije percepcijski
jednolican. 1z tog razloga bilo je potrebno razviti prostore boja s
ujednacenim percepcijskim razmacima.**

CIE L*a*b prostor boja zasnovan je na suprotnoj teoriji boja.
Funkcija svjetline L* daje skalu neutralne boje od crne do bijele
(od 0 do 100 jedinica svjetline), a kromati¢nost boje definira se u
odnosu na neutralnu os koja ima vrijednost 0 kromati¢nosti. CIE
a* je koordinata za crvenu-zelenu, a CIE b* za Zzutu-plavu. CIE
L*a*b* svoju primjenu nalazi u formuli boja, procesnoj kontroli
i kontroli kvalitete. Svaka boja definira se svjetlinom i kromatic-
noscu s tri tocke na svakoj osi. Kako bi se doslo do CIE L*a*b*
prostora boja, potrebna je racunska operacija primjenjujuci XYZ
vrijednosti za objekt i bijelu tocku izvora svjetlosti X,,Y,,Z,.**
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Slika 3 — CIE L*a*b* prostor boja (Izvor: CIE LAB — Color Mo-
dels-Tehnical Guides)

Suvremeni spektrofotometri sadrze informacije o CIE standar-
dnom promatracu, krivuljama spektralne emisije za mnoge stan-
dardne izvore svjetla i mikroracunalo za izracunavanje CIE tristi-
mulusnih vrijednosti. Na temelju CIE koordinata koje se mogu
izracunati za boje pod razli¢itim izvorima svjetla, moze se odre-
diti boja.®

Eksperimentalni dio

PerkinElmer spektrofotometri serije Lambda 25, 35 i 45 pravi su
dvozracni UV/VIS spektrofotometri koji omogucuju mjerenje u
transmisiji, refleksiji ili zracenju, u intervalima, duz valnih dulji-
na vidljivog dijela spektra, pri cemu se dobije spektrofotometrij-
ska krivulja. Uz odgovarajucu programsku podrsku UVWinLab
omogucena je nadogradnja s programskom podrskom ASSP” koji
predstavlja naprednu aplikaciju racunanja baziranu na sustavu
Windows kroz Sest aplikacijskih modula (Aritmeticko, Boja, Fil-
ter, Arhitektonsko staklo, Zastitno staklo i Baza podataka spek-
tra) sukladno vaze¢im normama. Snazan programski paket ASSP”
uklju¢uje module za odredivanje boje prema CIE L*a*b*, XYZ
Tristimulus, Yxy Chromaticy, Hunter L*¥a*b* i drugim organiza-
cijama za standardizaciju. Takoder, uklju¢uje jednostavan kori-
snicki odabir izvora svjetlosti, sustava boja te postupak racunanja
i odredivanja boja prema ASTM, CIE, AATCC ili DIN normama.

Postupak mjerenja vrlo je jednostavan. Snimljen je obojeni uzo-
rak prikazan na slici 4a, pri ¢emu su dobiveni sljedeci podaci:

[lluminant : D65

Observer :10° CIE Year : 1864

CIE L*,a*,b*

L* : 96,40 a* : 1,12 b* : 8,53
Cab* : 8,60 hab* 182,52
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pomocu kojih je program samostalno izra¢unao i odredio koordi-
nate na temelju kojih je odredena boja uzorka.
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Slika 4 — a) uzorak kojem smo odredivali boju
b) spektrofotometrijska krivulja uzorka

Zakljucak

Boja se ne moze mijeriti! Boja nije svojstvo fizickog svijeta, ve¢
psihicki doZivljaj izazvan fizickim podrazajem (stimulusom). Ono
Sto se zapravo mijeri je taj stimulus, tj. svjetlo koje je uslo u pro-
matracevo oko i u njegovom mozgu proizvelo doZivljaj boje.

Programska podrska ASSP predstavlja programsko rjesenje Perki-

Tvrtka HEBE d. 0. 0. oshovana je 1991. godine u Splitu, a spe-
cijalizirana je za laboratorijsku opremu i usluge renomiranih
tvrtki od kojih izdvajamo: PerkinElmer For The Better, Sciex,
Thermo Scientific, Berghof, Beckman Coulter, Grace Mate-
rials Technologies, Peak Scientific i Spex Sample Prep. Kako
bi se osigurala maksimalna djelotvornost u stvaranju i inter-
pretaciji kemijskih informacija, nudi se izrazito Sirok asorti-
man proizvoda i instrumenata za kemijsku analizu ukljucu-
juci atomsku apsorpcijsku spektrometriju (AAS), induktivno
spregnutu plazmu s opticko emisijskom spektrometrijom
(ICP-OES), induktivno spregnutu plazmu s masenim detek-
torom (ICP-MS), decidirane Zivine analizatore (liquid i solid),
mikrovalne sustave pripreme uzoraka, tekucinsku kromato-
grafiju (HPLC,UPLC), plinsku kromatografiju (GC), masenu
spektrometriju (GC-MS i LC-MS), Head Space i Thermal De-
sorber samplere, FT-IR/NIR spektrometriju, FT-IR mikrosko-
piju, hipernacijske sustave (TGA-MS, TGA-IR, TGA-IR-GC/MS,
TGA-GC/MS), UV/Vis spektrofotometriju, spektrofluorimetri-
Jju, termalnu (TEA) i elementarnu analizu (EA), kao i veliku po-
nudu raznih kromatografskih kolona i standarda te originalne

rezervne dijelove i potrosni materijal za sve instrumente.

Osim proizvoda za kemijsku analizu PerkinElmer nudi Sirok
asortiman instrumentacije i na podrucju biologije, moleku-
larne biologije i geneticke dijagnostike koji ukljucuje robotske
sustave za pripremu uzoraka, scintilacijske brojace, univerzal-

ne citace mikrotitarskih plocica i konfokalne mikroskope.
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nElmera za odredivanje boja koje ubrzava sam proces izracuna.
Upravo ovakve aplikacije predstavljaju buduénost u tekstilno-teh-
noloskoj i grafickoj industriji te farmaceutici, pri cemu tocnost i
preciznost rezultata, uz brzinu same analize, zadovoljavaju odre-
dene norme. Povezivanjem rezultata mjernih (objektivnih) i vi-
zualnih (subjektivnih) analiza omogucuje se tocno odredivanje
boja, ali i definiranje kriterija kvalitete s kojom ¢e se na osnovi
daljnjih istraZivanja modi postaviti kriteriji za postizanje jos veceg
razvoja kvalitete i reprodukcije proizvoda.
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Dugogodisnje iskustvo, povjerenje, kvaliteta, strucna i servi-
sna podrska vrijednosti su koje Vam jamcimo.

PerkinElmer je 19. listopada 2015. godine odrzao svoj prvi
INTour u Hrvatskoj ciji je domacin upravo Hebe d. o. o. kao
ovlasteni distributer. Radi se o informativnim danima koji
obogacuju dosad steceno znanje te omogucuju educiranje
o novim aplikacijama i tehnologijama vezanim uz podrucje
okoli$a, hrane, forenzike i farmaceutike. Tijekom posljednjih
nekoliko godina INTour je ugostio vise od 2500 znanstvenika
diljem svijeta, koji su svojim znanjem i iskustvom pruZili razu-
mijevanje najnovijih dostignucéa u znanstvenim aplikacijama i
instrumentaciji.

INTour je svoj program zapoceo predstavljanjem najnovijih
inovacija u PerkinElmeru. Nakon toga uslijedile su prezentaci-
je koje su bile fokusirane na specifi¢na podrucja primjene kao
Sto su okolis, gdje je bilo dosta rijeci o primjeni ICP-MS-a, kao
optimalnom rjesenju za sve analize, zatim industriji hrane,
forenzike i farmaceutike, gdje je pripremljen niz zanimljivih
izlaganja koja omogucuju upoznavanje Sirokog asortimana
PerkinElmer ponude (kromatografija, masena spektrometri-
ja, termalna analiza, molekularna spektroskopija) te njihovu
primjenu za dobivanje najboljeg riesenja prilikom analiza. Sve
teme pruzile su izvanrednu priliku za edukaciju o upotrebi in-
strumentacije i tehnologije u pojedinim segmentima rada.
Program je zavrsio poslovnim druzenjem.



