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SAZETAK:

UV/VIS spektroskopija je eksperimentalna metoda odredivanja koncentracije materijala u
uzorku mjerenjem kolicine svjetla koju je uzorak apsorbirao. Metoda se temelji na Lambert—
Beerovom zakonu koji daje funkcijski odnos izmedu eksperimentalno odredene fizikalne
veli¢ine, apsorbancije (A) i fizikalne veli¢ine koja se odreduje racunski, koncentracije (c).
Koncentraciju je moguce odrediti 1 graficki iz bazdarnog dijagrama ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji. Posljedica medudjelovanja fotona i Cestica koje apsorbiraju elektromagnetsko
zraCenje jest smanjenje intenziteta snopa s lo na I. Zakon se moze prikazati kao:
A=log (lo/l) = ebc

gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti, ¢ je molarni apsorpcijski (ekstinkcijski)
koeficijent izrazen u L mol™cm™, svojstven svakoj molekulskoj vrsti i ovisan o valnoj duljini
svjetlosti, b je duljina puta svjetlosti kroz uzorak izrazena u cm, a ¢ je koncentracija tvari u
otopini izrazena u mol L. Ovo je grani¢ni zakon posto vrijedi samo za otopine s niskim
koncentracijama i za izvore monokromatske svjetlosti. Lambert — Beerov zakon i UV/VIS
spektroskopija su vrlo korisni jer omogucavaju kvantifikaciju i odredivanje Cistoée DNA iz
bioloskih uzoraka, pracenje kemijskih reakcija, identifikaciju tvari, odredivanja razli¢itih tvari

1 sli¢éno.

Kljuéne rijeci: Lambert-Beerov zakon, UV/VIS spektroskopija, spektrofotometar,

apsorbancija



ABSTRACT:
UV/VIS spectroscopy is the experimental method used for determination of the concentration
of a material in the sample by measuring the amount of light absorbed by a sample. The method
is based on the Lambert-Beer's law that provides the function ratio between experimentally
determined physical quantity, absorbance (A) and the physical quantity determined by
calculation, concentration (c). Concentration can be determined graphically from the calibration
curve of dependence of absorbance on concentration. The interaction between photons and
particles that absorb electromagnetic radiation is the reduction of beam intensity from I, to I.
The law can be represented as:

A =log (lo/l) = ebc
where A is the absorbance at a given wavelength of light, ¢ is the molar absorption (extinction)
coefficient expressed in L mol-tcm™, that is characteristic for each molecule and dependent on
the wavelength of light, b is the length of the light path through the sample expressed in cm and
¢ is the concentration of the substance in the solution expressed in mol L. This is the limiting
law because it is only valid for low concentrations and for monochromatic light sources.
Lambert-Beer's law and UV/Vis spectrophotometry are very useful because they provide
quantification and determination of DNA purity of biological samples, chemical reaction
monitoring, substance identification, determination of different substances and the like.

Key words: Lambert-Beer's law, UV/VIS spectroscopy, spectrophotometer, absorbance
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1.UvOD

Prolaskom svjetlosti kroz neku otopinu, moze do¢i do pojava uzrokovanih medusobnim
interakcijama molekula u otopini i zraenja: loma svjetlosti, apsorpcije zracenja, polarizacije
svjetlosti itd. Sve te pojave omogucavaju kvalitativnu i kvantitativnu analizu tvari, odnosno
korisne su za odredivanje strukture odredenih spojeva [1]. Apsorpcija zraenja uzrokuje
energijske promjene u strukturi ispitivane tvari (atomima, molekulama, ionima), dok apsorpcija
vidljivog i ultaljubicastog zracenja potice elektronske prijelaze, kombinirane sa rotacijskim i
vibracijskim prijelazima, u atomima odnosno ionima ispitivanog uzorka. Apsorpcijske metode
temelje se na analizi tvari odnosno na mjerenju smanjenja intenziteta elektromagnetnog
zraCenja uslijed apsorpcije zracenja prilikom prolasku kroz ispitivanu tvar. Apsorpcijske
opticke metode mogu se podijeliti na: kolorimetriju, apsorpcijsku spektrofotometriju te
atomsku apsorpcijsku spektrofotometriju.

Apsorpcijska spektrofotometrija bazira se na pra¢enju apsorbancije u ovisnosti o valnoj duljini
zraenja koje je proSlo kroz ispitivani uzorak. Apsorpcija zraenja moze se pratiti u
ultraljubi¢astom (UV), vidljivom (VIS), infracrvenom (IR), mikrovalnom te radiovalnom
podru¢ju spektra elektromagnetskog zracenja. UV/VIS spektroskopija, prati apsorpciju
zraCenja u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu spektra te se temelji na Lambert-Beerovom
zakonu, koji opisuje odnos izmedu intenziteta propusStenog (transmitiranog) zracenja koje
prolazi nekim poluprozirnim uzorkom te koncentracije uzorka. Vaznost UV/VIS
spektroskopije, a ujedno i Lambert-Beerovog zakona je Cinjenica da sluze za odredivanje
koncentracije ispitivane tvari, prouc¢avanje kemijskih reakcija, identifikaciju tvari, ispitivanje

strukture molekula i odredivanja razlicitih tvari [2].

2.UV/VIS SPEKTROSKOPIJA

Pracenje apsorpcije ultraljubiastog i vidljivog zracenja u ispitivanom uzorku (UV/VIS
spektroskopija), najcesce je koriStena spektrofotometrijska tehnika za odredivanje
koncentracije otopljenih tvari koje uzrokuju obojenje otopina. Ovom metodom se, mjerenjem
koli¢ine svjetla koju je uzorak apsorbirao, odreduje koncentracija uzorka te se identificiraju
odredenih spojevi u uzorku mjerenjem koli¢ine svjetla koju je uzorak apsorbirao [3]. Zapravo

ovdje se govori o energijama koje pobuduju molekulu iz osnovnog u pobudeno stanje, odnosno



koje izazivaju elektronske prijelaze koje ovise o vrsti veza u molekuli. Te energije su zapravo
vidljivo ili ultraljubicasto zracenja koje uzorak apsorbira i ona uzrokuju prelazak elektrona iz
popunjene orbitale manje energije u nepopunjenu orbitalu vise energije. Osnovno nacelo
spektrofotometrije je da svaki spoj apsorbira ili propusta svjetlost u odredenom rasponu valnih
duljina. Podru¢ja mjerenja UV/VIS spektrofotometara su obi¢no oko 200 nm-380 nm za
ultraljubicasti (UV) i 380 nm-780 nm za vidljivi (VIS) dio spektra (Slikal). Bitna karakteristika
za UV/VIS spektar su blage krivulje karakteristicne za svaki odredeni spoj. Apsorpcijski
spektar pokazuje te blage krivulje i broj apsorpcijskih vrpci, odnosno broj visokih $irokih
pikova, koje postoje zbog strukturnih skupina u molekuli (npr. apsorpcija dobivena u UV
podrucju za karbonilnu skupinu u acetonu jednaka je valnoj duljini za apsorpciju za karbonilnu
skupinu u dietilketonu). Jedinica u molekuli koja je odgovorna za apsorpciju zove se kromofor
(najcesce su to C=C i C=0).
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Slika 1.Spektar elektromagnetskog zracenja [4].

Da bi se energija svjetlosti apsorbirala, ona mora odgovarati dostupnoj energiji stanja u
atomima ili molekulama, ili se svjetlost moze rasprSiti od  molekule,
atoma ili elektrona. Svjetlo moze apsorbirati uzorak jedino ako se energija pobudivanja
podudara s energijom fotona, AE= hv. Kako bi dobili ukupnu energiju molekule (Eu),
elektronskoj energiji moramo pridodati i kineticku energiju jezgara tj. energiju vibracije i
rotacije u molekulama:

Euw= Eer+ Eviot Erot (2.1.)



Elektronska energija (Eer) se odnosi na promjene u raspodjeli elektrona, vibracijska energija
(Evib) se odnosi na gibanja jezgri koja uzrokuju promjenu duljine kemijskih veza i kuta izmedu
njih., a rotacijska energija (Erot) se odnosi na molekulske rotacije oko centra gravitacije. Ove
energijske komponente razmatraju se neovisno na temelju pretpostavke da se puno sporija
gibanja jezgri mogu izostaviti dok se lagani elektroni gibaju oko njih, tj. gibanja jezgri i gibanja
elektrona razmatramo odvojeno i opisujemo ih neovisnim valnim funkcijama. Svaka odredena
vibracijska razina ima pripadajuéu valnu funkciju ¢iji kvadrat odgovara najvjerojatnijoj
udaljenosti izmedu jezgara za dani vibracijski kvantni broj. Odavde proizlazi Franck
Condonovo naéelo koje kaze da su prijelazi elektrona toliko brzi (~ 10 s) da za to vrijeme ne
moze do¢i do promjene U polozaju jezgri koje su mnogo teze od elektrona. Tijekom
elektronskih prijelaza dovoljno je razmatrati elektronska i vibracijska stanja, posto su razlike u
rotacijskim energijskim razinama mnogo manje od vibracijskih koje su pak mnogo manje od
elektronskih. Svako elektronsko stanje sadrzi niz vibracijskih razina, a na sobnoj temperaturi
veéina molekula nalazi se u najnizoj vibracijskoj razini osnovnog elektronskog stanja.
Apsorpcijom UV/VIS zra¢enja dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog elektronskog stanja u
pobudeno elektronsko stanje koje takoder sadrzi viSe vibracijskih razina. To znaci da dolazi i
do promjene vibracijskih stanja tijekom elektronskih prijelaza. Potrebno je najmanje energije
za prijelaz iz nultog vibracijskog stanja u nulto vibracijsko stanje. Moze se zakljuciti da je
pobudenje elektrona pra¢eno promjenama u rotacijskim i vibracijskim kvantnim brojevima.
Nadalje apsorpcijske linije postaju Siroki pikovi koji sadrze vibracijsku i rotacijsku finu
strukturu, a u interakciji s molekulama otapala vide se glatki maksimumi. Otapalo u kojem je
otopljen uzorak obi¢no utjeCe na spektar i ono moze utjecati na pomak apsorpcijskih
maksimuma prema vec¢im ili manjim valnim duljinama. Kako do toga ne bi doslo,bitno je da
otapalo ne apsorbira ultraljubi¢asto zracenje u istom podrucju kao i uzorak ¢iji se spektar snima
kako ne bi doslo do krivih rezultata i zbog toga se najc¢esce koriste otapala kao $to su polarni
etanol (96%), a od nepolarnih otapala cikloheksan. Izbor otapala takoder ovisi i 0 topljivosti
spojeva kojima zelimo snimiti apsorpcijski spektar [5]. Zbog svega navedenog, UV/VIS
spektroskopija je jedna od najkorisnijih metoda kvantitativne i kvalitativne analize u razli¢itim
podrucjima poput kemije, fizike, biomehanike, analize namirnica, kemijskog inzenjerstva te u
medicini. Na primjer, u biokemiji se koristi za prac¢enje enzimski kataliziranih reakcija, dok se

u medicini koristi za ispitivanje krvi ili tkiva za klini¢ku dijagnozu [3].



2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje tvari

Nacin spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije analita u otopini svodi se na dva koraka:
u prvom koraku mjere se spektri otopina poznatih koncentracija te se na temelju odredenih
apsorbancija konstruira bazdarni pravac (Slika 2), a u drugom se izmjeri spektar otopine analita
nepoznate koncentracije. Od svih spektara izmjerenih za otopine, oduzima se apsorpcijski
spektar odgovaraju¢eg otapala (referentni uzorak) odnosno  takozvana bazna linija.
Najlogicnije je prvo izmjeriti upravo spektar referetnog uzorka, jer softver ve¢ine suvremenih
spektrofotometara korisniku omoguéava automatsko oduzimanje bazne linije od spektra
mjerenog uzorka. Zatim se izmjere spektri za otopine analita poznatih koncentracija iz kojih se
izradi bazdarni dijagram, tako da se odredi valna duljina pri kojoj apsorbanicja pokazuje najvisu
vrijednost (Amaks) (Slika 5), te se ocitava apsorbancija pri Amaks Za uzorke ¢ije su koncentracije

poznate.
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Slika 2. Bazdarni dijagram za Cu®* [6].

Dobije se bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji analita pri
Jmaks, te se iz tih podataka metodom linearne regresije odredi jednadzba pravca koji je opisan
Lambert-Beerovim zakonom. Iz bazdarnog dijagrama, moguce je odrediti koncentraciju
nepoznatog uzorka pomocu ocitanja apsorbancije pri maksimalnoj valnoj duljini. Ako se radi o
smjesi koja sadrzi viSe od jednog analita, potrebno je odrediti bazdarni dijagram za svaki analit
zasebno. Ocitavaju se apsorbancije pri Amaks za svaki pojedini analit te se iz apsorpcijskog
spektra izmjerenog za smjesu i iz bazdarnog dijagrama odrede koncentracije svakog analita u
ispitivanoj smjesi. Postupak je valjan uz uvjet neovisnosti interakcije spojeva u smjesi s

elektromagnetskim zra¢enjem [7].



2.2. UV/VIS spektrofotometar

Analiziranje spektra elektromagnetskog zrac¢enja provodi se spektrofotometrom koji mjeri
apsorbanciju kao funkciju valne duljine svjetlosti. Kada svjetlo prolazi kroz otopinu ispitivane
molekule, dio se apsorbira od strane molekule, a dio se propusta. Spektrofotometar mjeri
neapsorbirano ili propusteno zra¢enje odnosno mjeri intenzitet svjetla koje je proslo kroz
analizirani uzorak i usporeduje ga sa intenzitetom ulaznog svjetla. Instrument stoga omogucava
mjerenja apsorbancije, transmitancije (izrazene u %) te odredivanje koncentracije analita u
ispitivanim otopinama pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona. Spektrofotometar sadrzi izvor
zracenja koji daje razlicite valne duljine bitne za uzorke jer razliciti spojevi apsorbiraju najbolje
na razli¢itim valnim duljinama. Na primjer, p-nitrofenol (kiseli oblik) ima maksimalnu
apsorpciju pri priblizno 320 nm i p-nitrofenolat (osnovni oblik) apsorbira najbolje pri 400 nm.
Mjerenja se mogu vrsiti samo na sobnoj temperaturi, & uzorak treba biti pripremljen u obliku
otopine. Uzorak se u uredaj stavlja u staklenoj ili plasticnoj Kiveti, za mjerenje u vidljivom
dijelu spektra, ili u kvarcnoj kiveti za mjerenje u UV dijelu spektra [8]. UV/VIS
spektrofotometar koristi svjetlost u ultraljubi¢astom dijelu (185 nm - 400 nm) i vidljivom dijelu
(400 nm - 700 nm) spektra elektromagnetskog zracenja.

Osnovni dijelovi spektrofotometra prikazani su na slici 3.

Kolimator Selektor valnih duljina Detektor
(Leca) (Uzak otvor) (Fotozlija)
--______.r A jr.\_'- .||r: | -
Digitalni prikaz ili
Izvor svjetlosti Monokromator Otopina vzorka uredsj za mjerenje
( Prizma ili Resetla) (u kiveti)

Slika 3.0snovni dijelovi UV/VIS sprektrofotometra[3].

1.izvor zralenja

Zarulja koja daje bijelu svjetlost podjednakih intenziteta za cijelo podruéje valnih duljina. Kao

izvor zracenja sluze halogena i deuterijeva zarulja za UV/VIS spektrofotometriju .
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2.disperzni element (monokromator)

Svjetlost izvora razdvaja se prema valnim duljinama pomocu prizme ili opticke reSetke. Raspon
valnih duljina koji se propusta na uzorak ovisi o $irini izlazne pukotine, a mo¢ razluc¢ivanja

ovisi o $irini pukotine izmedu izvora i1 prizme.

3.Spremnik za uzorke

Uzorci se stavljaju u specijalne posudice paralelnih stijenki koje se zovu kivete i ¢ija udaljenost
odreduje duljinu puta svjetlosti kroz uzorak. Naj¢esc¢e duljina tog puta iznosi 1 cm. Na dva
naéina je moguce izmjeriti intenzitet zrake prije i nakon prolaska kroz uzorak. U slu¢aju
otopina, kao referentni uzorak obi¢no sluzi ¢isto otapalo npr.voda, pri ¢emu kiveta referentnog
uzorka mora biti od istog materijala i debljine kao i kiveta za uzorke. Tako su napravljeni
jednosnopni spektrofotometri. No, slozeniji i pogodniji za mjerenje su zapravo dvosnopni
spektrofotometri kod kojih se zraka monokromatske svjetlosti razdvoji na dva snopa od kojih
jedan prolazi kroz ispitivani, a drugi kroz referentni uzorak. Intenziteti dobivenih snopova se
mjere istodobno ili naizmjeni¢no i usporeduju [1]. Za Kivete se nastoji izabrati materijale za
koje je refleksija na granicama faza n2/n3 i n3/nl (zrak/kiveta, Kiveta/otopina) svedena na
minimum. Upadni kut zrake je tocno 90° zbog ¢ega ne dolazi do loma zrake, pa put prolaska
zratenja kroz uzorak odgovara $irini Kivete, bez obzira na odnos triju indeksa loma. Naprotiv,
molekule otapala kao i stijenka kivete, mogu apsorbirati zracenje u odredenom dijelu spektra,
pa bi i to trebalo uzeti u obzir tijekom izrauna apsorbancije za sam analit. To se nastoji izbjeci

izborom pogodnog otapala i Kiveta [7].

4.detektor zraenja i pretvornik

Detektor se sastoji od fotocelije koja sluzi kao osjetilo ili senzor. Fotocelija daje elektri¢ni

signal, proporcionalan intenzitetu svjetlosti, koji se pojacava i pretvara u apsorbanciju.

5.procesor signala i uredaj za njegovo oditavanje

Procesor signala je elektronicka naprava koja pojacava elektri¢ni signal iz detektora, pa je
monitor racunala s kojim je spektrofotometar povezan, uredaj za ocitavanje mjerenog

signala [1].



3. LAMBERT-BEEROV ZAKON

Snop svjetlosti koji pada na uzorak, moze biti apsorbiran, transmitiran ili rasprsen (Slika 4).
Kada se svjetlo apsorbira to zna¢i da se energija svjetla apsorbira u volumenu uzorka.
Transmitirano svjetlo je ono koje prolazi kroz uzorak u istom smjeru kao i ulazno svjetlo.

Rasprseno svjetlo je ono koje ide u drugom smjeru u odnosu na upadni snopa svjetla [9].

upadno svjetlo /
A apsorbirano svjetl

rasprieno svjetlo

Slika 4. Prikaz raspr$enja,apsorpcije i transmisije svjetla[9].

Koli¢ina zracenja koju apsorbira molekula moze se izraziti na vise na¢ina. Transmitancija je
omjer intenziteta propustenog zraGenja, | i intenziteta upadnog zraéenja, lo. Sto je veéi broj
molekula koje apsorbiraju zracCenje to je i veca apsorpcija. Veca apsorpcija je i onda ako
molekula u€inkovitije apsorbira svjetlo na odredenoj valnoj duljini. Iz ovoga svega proizlazi
Lambert-Beerov zakon koji kaze da je apsorbancija proporcionalna koncentraciji apsorbirajuce
vrste:
A=e/  (3.1)

gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini, ¢ je molarni apsorpcijski koeficijent izrazen u
dm® mol? cm?, ¢ je molarna koncentracija otopine izrazena u mol dm, a / je duljina uzorka
kroz koju prolazi svjetlost izrazena u cm. Vrijednosti molarnog apsorpcijskog koeficijent kre¢u
se od 0 do 10° dm® mol* cm™, gdje vrijednosti iznad 10* dm® mol™* cm™ ukazuju na visoku
molarnu apsorptivnost molekule, dok vrijednosti ispod 10° dm® mol™ cm™ ukazuju na nizak
intenzitet apsorpcije. Valna duljina pri kojoj ispitivana tvar najbolje apsorbira zracenje, moze
se ocitati iz snimljenog spektra, a osim toga moze se uz pomo¢ Lambert-Beerovog zakona
analiticki odrediti koncentracija otopine ispitivane tvari iz izmjerene apsorbancije. Najpoznatija
jednadzba kojom odredujemo koncentraciju uzorka pomocu apsorbancije svjetlosti u
otopinama zove se Lambert- Beerov zakon [5].

7
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Slika 5. Apsorpcijski spektar buta-1,3-diena [10].

Ho¢e li molekula apsorbirati UV odnosno vidljivo svjetlo ovisi 0 energiji fotona i o elektronskoj
konfiguraciji molekule, odnosno o energijskim razlikama izmedu elektronskih stanja u
molekuli. Svaka molekula apsorbira razli¢ito svjetlo s obzirom da ima razli¢itu orbitalnu
strukturu. Molarni apsorpcijski koeficijent, & govori o intenzitetu apsorpcije fotona pri
odredenoj valnoj duljini, odnosno govori o tome kolika je vjerojatnost apsorpcije pri odredenoj
valnoj duljini, A za odredenu koncentraciju, ¢ ispitivane otopine. Ovisnost ¢ o valnoj duljini
prikazuje graficki prikaz koji se naziva apsorpcijski spektar (Slika 5). Apsorpcijski spektar
karakteriziraju dva parametra: Amaks 0dnosno valna duljina pri kojoj je intenzitet apsorpcije
najveéi te vrijednost ¢ pri toj valnoj duljini. Ako je /=1 cm, a ¢ = 1 mol dm™, a iz Lambert-

Beerovog zakona slijedi da je
e=Alct (3.2)

onda vrijedi da je £ = A odnosno da je iznos molarnog apsorpcijskog koeficijenta jednak

izmjerenoj apsorbanciji.



3.1. Kako je nastao Lambert-Beerov zakon?

Udio apsorbirane svjetlosti ovisit ¢e o tome S koliko molekula analit ulazi u interakciju. Ako
ispitivana otopina ima intenzivnu boju, tj. visoku koncentraciju, analit ¢e imati vrlo veliku
apsorpciju jer postoji mnogo molekula za interakciju sa svjetlom. Medutim, u vrlo razrijedenoj
otopini moze se jedva primijetiti obojenje i zbog toga ¢e apsorbancija biti vrlo niska. Ako se
zeli usporedivati boja otopine jednog analita sa bojom otopine drugog analita, tj, koja od te
dvije otopine apsorbira viSe zracenja, takve usporedbe nisu moguce bez poznatih koncentracija
analita. Ako se koristi vrlo razrijedena otopina slabe boje u spremniku u obliku kocke, tako da
put svjetlosti iznosi 1 cm, apsorbancija vjerojatno nece biti veoma visoka. S druge strane, ako
svjetlost prolazi kroz cijev od 100 cm koja sadrzi istu otopinu, viSe svjetlosti bi se apsorbiralo
jer je put upadnog zracenja duzi, pa je vise molekula ukljueno u interakciju sa upadnim
zraenjem. Zeli li se napraviti dobra usporedba izmedu otopina, mora se uzeti u obzir duljinu
puta svjetlosti koja prolazi kroz uzorak. Dakle i koncentracija i duljina puta kroz koju prolazi
svjetlo u otopini bitna je u Lambert-Beerovom zakonu [11]. Intenzitet upadne svjetlosti, Iy
smanjit ¢e se ako se propusti snop svjetlosti kroz neku tekucinu ili staklo, a ako je tvar obojena
promijenit ¢e se i1 boja svjetlosti koja je prosla kroz otopinu. Intenzitet upadne svjetlosti u
smanjuje se kontaktu sa staklom kivete uslijed refleksije za iznos Ir tako da u otopinu ulazi
samo svjetlost intenziteta I, (Slika 7).
l=lo+1Ir (3.1.1)

Iz kivete izlazi svjetlost intenziteta | posto se u otopini jedan dio svjetlosti apsorbira (la), pa je:
lo=latI (3.1.2)
iz ¢ega sljedi da je
l=I+la+1  (3.1.3)

Johann Heinrich Lambert je ustanovio da koli¢ina svjetlosti koja se apsorbira u obojenom sloju
otopine ovisi o debljini tog sloja tj. da slojevi tvari iste debljine,uz jednake ostale uvjete, uvijek
apsorbiraju dio ulazne svjetlosti po istoj jednadzbi gdje je A~[[1]. Primjer toga je kada svjetlost

prolazi kroz veliki broj kiveta (Slika 6).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Svjetlost

I, IIl IIzllg,II4
Slika 6. Prolazak svjetlosti kroz Cetiri kivete [13].

Moze se primijetiti da intenzitet svjetlosti opada sa povecanjem duljine puta, dok je omjer

ulaznog i izlaznog intenziteta zracenja konstantan (iznosi n).

I, I, L I

L I, Is I,

=n  (3.14)

Ovaj kvalitativni odnos opisan je sljedecom funkcijom za intenzitet svjetlosti:
li= I N (3.1.5)

ili se moze napisati kao :
li= 1,10 10910 (3.1.6)

gdje i predstavlja broj kiveta. Relacija 3.1.6 zove se Lambertov zakon i moze se primijeniti na

bilo koju kivetu duljine /:
I=1,-10 "« (3.1.7)

gdje je a apsorpcijski koeficijent (apsorptivnost), a # debljina sloja [11]. Koli¢ina svjetlosti
koja se apsorbira u obojenom sloju otopine ovisi i 0 mnozinskoj koncentraciji otopljene obojene
tvari tj. intenzitet izlazne svjetlosti ovisi i 0 koncentraciji otopine uzorka, ¢ gdje je A~c. Tu je

ovisnost proucio August Beer i dokazao da je:
a=¢-C (3.1.8)

gdje je ¢ molarni apsorpcisjki koeficijent (alternativni nazivi su: ekstincijski koeficijent,
molarna apsorptivnost) koji ovisi 0 valnoj duljini upadne svjetlosti, prirodi tvari i temperaturi
otopine, a neovisan je o debljini sloja i koncentraciji. Najcesce se izrazava u dm®mol™ cm™.

UvrsStavanjem jednadzbe 3.1.8 u 3.1.7 dobiva se relacija:

| =110 - ¢/ (3.1.9)
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Relacija 3.1.9 naziva se Lambert-Beerov zakon te vrijedi samo za apsorpciju monokromatske
svjetlosti (svjetlosti koja ima samo jednu boju), u otopini konstantne temperature.

Transmitancija, T, definira se kao omjer intenziteta izlazne i ulazne svjetlosti :

I
T=—=10" (3.1.10)

o

MozZe se izrazavati i u postotcima:

T/%=(1/1,) x 100 % (3.1.11)

Transmitancija eksponencijalno ovisi o koncentraciji, a da bismo ju prikazali kao linearnu
funkciju koncentracije, uvodi se pojam apsorbancije, A, kao logaritma recipro¢ne vrijednosti

transmitancije:

A= Iog%: log IT°=80/ (3.1.12)

Apsorbancija odnosno transmitancija (kada je izraZzena kao broj) nemaju jedinicu. Apsorbancija
uzorka uglavnom se mijeri pri jednoj valnoj duljini odnosno pri valnoj duljini u kojoj je
apsorbancija najveca za dani uzorak. Vrijedi li Lambert-Beerov zakon dobit ¢e se linearna
ovisnost apsorbancije pri valnoj duljini maksimalne apsorbancije o koncentraciji uzorka [13].
Na vecini dijagrama mozZe se primijetiti da se apsorbancija kreée od 0 do 1, ali moze i¢i i viSe
od toga. Apsorpcija 0 na nekoj valnoj duljini znaci da se ne apsorbira nikakva svjetlost na toj
odredenoj valnoj duljini. To znaci da su intenziteti izlaznog zracenja, | kod uzorka i referentne
otopine jednaki, pa je omjer I,/ 1 jednak 1, a logaritam od jedan je jednak nuli. Kada
apsorbancija iznosi 1, apsorbira se 90 % svjetlosti pri toj valnoj duljini, $to znaci da je intenzitet
izlaznog svjetla samo 10% od maksimalno 100%-tnog intenziteta upadnog svjetla. U tom
slucaju je intenziteta upadnog zracenja (lo) kroz intenzitet izlaznog zracenja (), jednako
omjeru 100 % /10 % Sto iznosi 10 i logwo od 10 je 1 [11]. Vrijednosti apsorbancije iznad 2,0
nisu pouzdane, pa bi mjerenja u tom rasponu predstavljala vrlo grube procjene stanja sustava.
Lambert-Beerov zakon se zapravo temelji na ¢injenici da se izmjena energije izmedu fotona

upadnog zracenja i atoma, iona ili molekula analita, odvija prilikom njihovih sudara [1]. Koliko

¢e se svjetla apsorbirati ovisi o valnoj duljini upadnog svjetla A;= &/C. Takoder je poznato
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da svjetlost ima dualnu prirodu odnosno da se pojavljuje u obliku Cestice i vala. 1z svega toga
dolazi se do osnovne svrhe Lambert-Beerovog zakona, a to je odredivanje nepoznate

koncentracije ispitivanog uzorka mjerenjem njegove apsorbancije, ¢ = A/e{ [1].

Slika 7. Odredivanje nepoznate koncentracije uzorka pomocu

Lambert-Beerovog zakona [12].

Drugi nacin ukljucuje izvodenje apsorbancije, A = ¢c/, odnosno koriste se integrali.

Upadna tvar koja Propustena
svjetlost — = I~ IdI apsorbira svjetlost

]
cr

L=0 o L

Smanjenje intenziteta svjetlosti proporcionalno je intenzitetu zracenja, |, debljini sloja otopine,

d/ i koncentraciji otopine, c:

di=-alcd/ (3.1.13)

gdje je a je konstanta proporcionalnosti.

Dijeljenjem obje strane u relaciji 3.1.13 sa | dobije se :
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dal
T acds (3.1.14)

Integriranjem jednadzbe 3.1.14 dobiva se relacija :

Idi .
fI = J,-acds (3.1.15)

o

a rjeSavanjem integrala se dobiju relacije [14]:

I
In—=2.303 |ogli = -act (3.1.16)
I_ B
IogT— 2.3030/ =ec/ (3.1.17)
-logT=A=ec/ (3.1.17)

3.2. Lambert-Beerov zakon za dvije ili vise komponenti i izozbestna tocka

Kada se analit sastoji od dviju komponenti koje apsorbiraju zradenje, te imaju maksimum
apsorpcije u razli¢itim dijelovima spektra, moze se pretpostaviti da dvije komponente neovisno
apsorbiraju zracenje. Dakle apsorbancija smjese (Asum) predstavlja zbroj apsorbancija

komponenti smjese §to je prikazano relacijom :

Asum= A1+Ao+. +An.= /(e1C1+&2C2+. .+ enCn) (3.2.1)

gdje su c1 i c2 koncentracije te e1 i &2 molarni apsorpcijski koeficijenti dviju komponenti
smjese. Dakle, ukoliko se mjere spektri za uzorke razli¢itih koncentracija ci1 i c2, dobiju se
graficki prikazi uzoraka, u kojima je zbroj koncentracija dviju glavnih apsorbiraju¢ih
komponenti konstantna i tu se moze uociti takozvana izozbestna tocka (Slika 8). Kod reakcije

A— B

suma koncentracija sudionika reakcije (Csum = Ca + Cg) je konstantna dok se omjer njihovih

koncentracija (ca/cs) mijenja. Tocka u kojoj se sijeku svi spektri za razliCite odnose
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koncentracija c1 i C2 haziva se izozbestna toc¢ka. 1zozbestna tocka moze se definirati i kao tocka
kod koje su koeficijenti ekstinkcije (apsorbancija) dviju kemijskih tvari jednake na
karakteristi¢noj valnoj duljini tijekom kemijske reakcije, odnosno pri toj valnoj duljini obje
komponente jednako apsorbiraju zracenje. Iz toga sljedi da je u izozbestnoj to¢ki Aa= Ag i
ea=¢es. Cinjenica da postoji ta tocka nam moze potvrditi dvije hipoteze:

1) odnos koncentracija dviju komponenti u analitu mijenja se na nacin da je zbroj tih
koncentracija ocuvan. To mora vrijediti za sve reakcije reakcija tipa A —B (gdje je A analit 1,
a B analit 2) te za reakcije tipa A+B — AB (gdje je A ili B analit 1, a AB je analit 2).

2) analit 1 i analit 2 apsorbiraju zraenje neovisno jedan o drugom, iako ne mora uvijek biti
tako. Primjerice, ukoliko dolazi do vezanja analita 1 na analit 2, pri ¢emu dolazi do nastajanja
veze te posljedi¢no promjene spektra u odnosu na ¢iste komponente, nece vrijediti jednadzba
Aa= Ag.

Izozbestna toc¢ka pokazuje i da je uspostavljena ravnoteza izmedu dvije komponente, da je
nastao kompleks, da stehiometrija reakcije ostaje o¢uvana te odvijaju li se neke druge reakcije.
Ona ne ovisi o valnoj duljini, stupnju reakcije, koncentraciji i ravnotezi kemijske reakcije.
Koristi se za analizu ravnoteznih reakcija, analizu absorbancija produkata i reaktanata i
prisutnost sporednih komponenti u ispitivanom sustavu. Poznati primjeri su stvaranje
kompleksa enzim-supstrat ili protonacija slabih kiselina ili baza s promjenom pH. Za otopine
indikatora, gdje protonirani i deprotonirani oblik daju razlicite apsorpcijske spektre, takoder ¢e

se uoditi izozbestna tocka za apsorpcijske spektre izmjerene pri razli¢itim pH [7].

00000
]
= ;
g e otopina 1
B . otopina 2
g 400000 .
a2 _ ——— otopina 3
— - ~ .
i 0000 p - -
/ — il 3 otopina 4
00 _ e ~—gtopina 3
_-". ——
000 | f -

valna duljina (nm)

Slika 8. Fluorescencijski spektri pet otopina 2-naftola razli¢itih  koncentracija. 1zozbestna
tocka je na 385 nm [15].
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3.3. Ogranicenje zakona

Ako se promjenom koncentracije promijeni molekulsko stanje otopljene tvari, tj.ako dode do
disocijacije, asocijacije, stvaranja kompleksa i sl, apsorpcija svjetlosti ¢e odstupati od Lambert-
Beerovog zakona, jer te veli¢ine utjeCu na promjenu molarnog apsorpcijskog koeficijenta [1].
Zapravo zakon vrijedi samo za otopine s niskim koncentracijama i za monokromatska svjetla.
Visoke koncentracije (¢ > 0.01 mol dm=) uzrokuju promjenu molarnog apsorpcijskog
koeficijenta. Ta odstupanja zbog visoke koncentracije otopine posljedica su interakcije izmedu
vrsta koje apsorbiraju u smjesi i promjene indeksa loma medija [16]. Uzrok odstupanja moze
biti i prisustvo drugih nepozeljnih zracenja i polikromatsko zracenje. Nepozeljna dodatna
zraCenja dolaze do detektora i imaju veliki utjecaj kada je | << I, jer uzrokuju odstupanje pri
vi$im koncentracijama. Smanjenje intenziteta nepozeljnog zracenja moguce je postici
smanjenjem pukotine ulaznog svjetla koja onemoguéava da nepozeljno zracenje dode do
detektora, pa se na taj nacin povecava linearnost A i ¢ te smanjuje odstupanje od zakona [17].
Poznato je da se monokromatori koriste za izoliranje dijelova upadnog zracenja , stoga pravo
monokromatsko zracenje koje sadrzi samo jednu valnu duljinu nikada ne postoji i moze se
aproksimirati pomocu vrlo uskog izlaznog proreza na monokromatoru. Moze se pretpostaviti
da se upadno zracenje sastoji samo od dvije valne duljine A 'i 1 ", s intenzitetima lo' i 1o". S

obzirom da je A =log (lo/l)=-log (1 / lo) = &/c tada Ce intenzitet izlaznog zracenja(l) celije za

svaku valnu duljinu biti definirano relacijama [16]:

-Iog(Iio): ecl 110% (3.3.1)

1/lo =-10%" /I, (3.3.2)

I =1,10"¢° (3.3.3)
Odnosno:

I'=1,'10 " (3.3.4)

I"=1,"10 ~¢"° (3.3.5)

Zbrajanjem jednadzbi 3.3.4 i 3.3.5 dobije se relacija:
I'+ 1" = (lo'+ 1o") 10 -¢'7¢ (3.3.6)

gdje su ¢ 'i &" molarni apsorpcijski koeficijenti za svaku valnu duljinu, pa ¢e izmjerena

apsorbancija, A biti definirana jednadzbom:
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n 4

=log (lo'+ 1o")/(lo' 107 ¢ + 1,"10°%"¢) (3.3.7)

A=-lo =
g1(,"+10’

Jednadzba 3.3.7 ukazuje na nelinearnu vezu izmedu A i . Iste situacije nastaju kada se zracenje

sastoji od vise valnih duljina. Takva situacija je ilustrirana slikom 9:

apsorbancija

- -

valna duliina koncentracija

Slika 9.Graficko slaganje(1) i odstupanje(2) od Lambert-Beerovog zakona [16].

Kada se Kkoristi polikromatsko zracenje, njegov preferirani polozaj (u smislu sredi$nje valne
duljine) nalazi se na vrhu relativno Sirokog apsorpcijskog vrha (Slika 9, polozaj 1). U ovom
slu¢aju odrzava se proporcionalnost izmedu apsorbancije (A) i koncentracije (c), jer su molarne
apsorpcije prakticki jednake za sve valne duljine. S druge strane, ofekuje se znacajna
odstupanja kada se polikromatsko zracenje nalazi u spektralnim podruéjima koji su udaljeni od
apsorpcijskih maksimuma (Slika 9, polozaj 2), gdje se ocekuje Sirok raspon molarnih
apsorpcijskih vrijednosti i kada se povecava koncentracija. Eksperimentalno je nadeno da su
odstupanja od Lambert-Beerovog zakona kod mjerenja apsorpcije na uskim maksimumima
beznacajna, ako je Sirina ulazne zrake manja od 1/10 sirine apsorpcijskog vrha na polovici

njegove visine [16].

4. UPORABA LAMBERT-BEEROVOG ZAKONA U
SVAKODNEVNOM ZIVOTU

UV/VIS spektroskopija je metoda koja se koristi za kvantifikaciju i odredivanje ¢istoce DNA
iz bioloskih uzoraka. DNA se mora izolirati iz bioloskih uzoraka i prilagoditi daljnjoj analizi, a
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nalazi se u svakoj stanici sa jezgrom i uspjes$no se moze izolirati iz brojnih bioloskih materijala
pa tako 1 onih ostavljenih na mjestu zlo¢ina. Primjerice UV/VIS spektroskopija vrlo je korisna
u forenzi¢kom laboratoriju jer omogucuje obradu uzoraka Kkriminalistickih slu¢ajeva, moze
pomoc¢i u utvrdivanju ocinstva ili srodstva te identifikaciji nestalih osoba (na primjer u
nesre¢ama, ratu, masovnim Kkatastrofama i sli¢no). Uzorci koji se najces¢e koriste U
forenzickim laboratorijima su ejakulat i krv te kosti, kosa s korijenom, zubi, dlaka, slina, urin,
nokti, misi¢no tkivo, opusak, prhut te otisci prstiju [18]. Kvantifikacija DNA moze biti potrebna
U mnogim situacijama, osim za forenziku. Kao na primjer za kontrolu koli¢ine pocetnog
materijala za neke analiticke metode, za klini¢ke primjene kao $to je odredivanje u¢inkovitosti
lijeCenja odnosno za pracenje smanjenja bakterija ili virusa ili pracenje progresije bolesti kod
pacijenata koji imaju rak. Moze se koristiti i za odredivanje uskladenosti s propisima o
proizvodu, kao $to je sadrzaj genetski modificiranog organizma hrane ili sadrzaj zaostale DNA
u bioloskim lijekovima te za odredivanje koli¢ine DNA dobivene iz metoda ekstrakcije DNA
za komparativne svrhe ili u svrhu odredivanja valjanosti uzorka.

Kod navedenih ispitivanja, klju¢na je to¢nost kvantitativne analize za primjene poput
odredivanja sadrzaja GMO u hrani, gdje se moraju poStovati zakonom propisana pravila.
Kvantifikacija DNA je vazna primjena spektrofotometrijskih metoda kojima se
mjeri apsorpcija zraéenja u UV/VIS podru¢ju. Sve nukleinske kiseline jako apsorbiraju u
UV/VIS podrucju zbog heterocikli¢kih prstenastih struktura povezanih sa jednom od Cetiri
mogucée baze. Tipi¢na maksimalna apsorpcija odvija se pri valnoj duljini od oko 260 nm
(A260), i 0visi 0 pH. Mjerenje koncentracije DNA pomoc¢u UV/VIS spektroskopije relativno je
jednostavni proces, koji ukljucuje sljedece korake :

1.Razrjedivanje otopine DNA u puferu ili destilirano vodi do koncentracije koja daje Ao il
manje.

2.0dredivanje vrijednosti apsorbancije otopine, uzimajuéi u obzir apsorbanciju otapala i bilo
koji faktor razrjedivanja koji se primjenjuje.

3. Prevodenje vrijednosti apsorbancije u koncentracijsku vrijednost za ispitivanu otopinu.
Odredene vrijednosti apsorbancije pretvaraju se u koncentraciju uporabom ve¢ spomenutog
Lambert —Beerovog zakona (A = ec/) koji navodi da je izmjerena apsorbancija otopine DNA
odredena koncentracijom DNA, duljinom puta svjetlosti i molarnim apsorpcijskim
koeficijentom. Taj zakon predvida linearnu ovisnost apsorbancije 0 koncentraciji, iako ta
linearnost ne vrijedi pri visokim koncentracijama DNA. Duljina puta svjetlosti obi¢no je
fiksirana na 1 cm u spektrofotometru, iako je jedan od novijih instrumenata na trzi$tu dizajniran

za rad s vrlo malim volumenima uzorka i ima duljinu puta izmedu 0,2 mm i 1,0 mm [19]. Sve
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Sto je potrebno za navedenu metodu je spektrofotometar opremljen UV lampom, Kivete i
otopina pro¢iséene DNA. Citanja apsorbancije obavljaju se pri 260 nm gdje DNA najvise
apsorbira svjetlost, a izmjerene apsorbancije omoguéavaju procjenu koncentracije ispitivane
otopine. Kako bi bili sigurni da su brojevi korisni, o¢itanje Azeo treba biti unutar linearnog

raspona instrumenta (obi¢no izmedu 0,1-1,0).
Pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona moze se izraCunati nepoznata koncentracija: ¢ = Ale L.

Koncentracija DNA se zapravo procjenjuje modificiranjem Lambert —Beerovog zakona i to
mjerenjem apsorbancije na 260 nm, podeSavanjem Azep mjerenja za zamucenost (mjerenje
apsorbancije na 320 nm, Aszo), mnozenjem s faktorom razrjedivanja i koristenjem standardnog

ekstincijskog koeficijenta. Za DNA bi to bilo [20]:

C (ng/ mL) = (Aze0 - As20) * faktor razrjedivanja x 50 pg/ml (4.1)

Opéeniti oblik jednadzbe 4.1 glasi :

C (ug/ mL) = (Amax - Azamucenje) X faktor razrjedivanja X &standardni Hg/ml (4.2)

Zamucenje je zamagljenost ili maglovitost teku¢ine uzrokovano velikim brojem pojedina¢nih
Cestica koje su opcenito nevidljive golim okom, slicno dimu u zraku. Mjerenje zamucenosti
kljuéni je test kakvocée otopine. Nadalje, poznati su koeficijenti ekstinkcije za specifi¢ne
nukleotidne skupine (Tablica 1). Koeficijenti ekstinkcije (¢) mogu se modificirati u standardne
koeficijenti ¢ za duzinu puta od 1 cm. Opéenito, ti standardni koeficijenti koriste se umjesto
koeficijenta ekstinkcije za dvolan¢anu DNA (dsDNA), jednolancanu RNA (ssSRNA) i
jednolanc¢anu DNA (ssDNA) [21]. Primjerice za dvolan¢anu DNA uzeli bi da &standardni 1ZN0Si

50 pg / mL.

Tablica 1. Prikaz iznosa standardnog ekstincijskog koeficijenta za dsDNA,ssRNA i
ssDNA [21].
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Ekstincijski koeficijent  Standardni koeficijenti za

e { pg / mL)em-1 duZinu puta od 1 cm(pg / mL)

Dvolanéana DNA 0.020 50
Jednolanéana ENA 0.025 40
Jednolanéana DNA 0.027 33

Kako bi objasnili faktor razrjedenja potrebno je odabrati neki pocetni volumen DNA. Uzme li
se 10 mL otopine DNA i razrijedi do kona¢nog volumena od 2 L (2000 mL) tada otopina ima
faktor razrijedenja 0,005 koji smo dobili dijeljenjem 10 mL otopine DNA koju smo izolirali sa
2000 mL otopine koja nam je potrebna, primjerice neki pufer. Posto je izmjerena otopina DNA
razrijedena od izvornog uzorka potrebno je odrediti vrijednost nerazrijedene DNA. Kako se Zeli
oCuvati DNA ona se razrjeduje odabranom otopinom. DNA se razrjeduje jer izoliranje i
procis¢avanje traje dugi vremenski period, i budu¢i da kivete nisu sterilne, ne Zeli se potrositi
2 mL DNA na odredivanje koncentracije. Dakle, koriste se male koli¢ine (5 mL - 20 mL), a's
obzirom na ograni¢enja opreme, to znaci da se nema mnogo izbora nego da se razrijedi DNA
[21]. Dakle, ukupni prinos DNA (Mprines) dobiven je mnoZenjem koncentracije DNA s kona¢nim

ukupnim pro¢i§¢enim volumenom uzorka izoliranim na pocetku [20].
Mprinos (Hg) =C (Hg/mL) X VukUpnO Cistog uzorka (m L) (43)
Primjer odredivanja koncentracije DNA:

1. Dvije kivete za uzorke oznace se s A (0znaka za praznu kivetu) i s B (kiveta u koju je dodana
otopina DNA).

2. Doda se 2 mL TE (Tris -EDTA) pufera u A kivetu i 2 mL TE pufera u B kivetu. (Da bi se
mogao snimiti korektan apsorpcijski spektar, svjetlost mora prolaziti kroz tekuc¢inu. Medutim,
s obzirom na dizajn instrumenta i kivete, svjetlost ne¢e mo¢i proci kroz tekuéinu ako je ukupan

volumen otopine manji od 2 mL)
3. Doda se 10 mL razrijedene otopine DNA u kivetu B i promijesa se.
4. Prebaci se cijeli sadrzaj kivete A u staklenu kivetu u odgovarajuéi utor spektrofotometra

(kroz kivetu prolazi monokromatsko zracenje pri 260 nm i mjeri se Azs0). Budu¢i da u ovoj
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epruveti nema DNA, ocitanje apsorbancije treba biti blizu 0. Ako nije, spektrofotometar se

kalibrira tako da apsorbancija pufera iznosi 0.

5. Kiveta A se zamijeni kivetom B. Pri¢eka se nekoliko sekundi i o€ita se Azeo. Zatim se
izracuna apsorbancija na 320nm i oduzme od apsorbancije ocitane na 260 nm. Dobivena

vrijednost se uvrsti u relaciju 4.1 da se izratuna koncentracija DNA u ispitivanom uzorku [22].

Medutim, DNA nije jedina molekula koja moze apsorbirati UV svjetlo pri 260 nm. Budu¢i da
RNA takoder ima veliku apsorpciju pri 260 nm, a aromatske aminokiseline prisutne u proteinu
apsorbiraju pri 280 nm, oba onecis¢enja, ukoliko su prisutna u otopini DNA pridonose
ukupnom mjerenju apsorbancije pri 260 nm. Prisutnost gvanidina ¢e takoder dovesti do
povecane apsorbancije pri 260 nm. To znaci da ako se Azeo koristi za izraGun prinosa, dobivena
koli¢ina DNA moze biti precijenjena. Da bi se procijenila ¢istoca DNA, izmjeri se apsorbancija
od 230 nm do 320 nm za otkrivanje drugih moguéih onecis¢enja. Najcesc¢i izracun Cistoce je
omjer apsorbancije na 260 nm podijeljen s oc¢itanjem apsorbancije na 280 nm. DNA dobre
kvalitete ¢e imati omjer Azeo / A2g0 0d 1,7-2,0. Ako omjer izmjerenih apsorbancija iznosi 1,6;
takav DNA nije prikladan za bilo koju metodu jer nizi omjeri apsorbancija ukazuju da je
prisutno vise onecis¢enja. Omjer apsorbancija se moze izraCunati nakon ispravljanja

zamucenosti (vrijednost apsorbancije odredene na 320 nm) prema relaciji:
dSDNAistoca (A260 / A2go) = (A260 - Az20) : (A2g0 - As20) (4.4)

Jaka apsorbancija oko 230 nm mozZe ukazivati da su organski spojevi ili kaotropne soli prisutni
u pro¢is¢enom DNA. Omjer A2eo NM i A230 nm moze pomo¢éi u procjeni razine prisutnih soli u
pro¢iséenoj DNA. Sto je manji omjer, to je veéa koli¢ina soli tiocijanata, na primjer. Kao
smjernica, omjer Azso/A230 je najbolji ako je veéi od 1,5. Oc¢itanje apsorbancije pri 320 nm ¢e
ukazati postoji li zamucenje u otopini, Sto je jo§ jedan pokazatelj moguceg oneciS¢enja. Stoga
je spektar ocitanja apsorbancija od 230 nm do 320 nm najsigurniji pokazatelj Cistoce uzorka
[20].
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5. ZAKLJUCAK

UV/VIS spektroskopija jedna je od najznac¢ajnih metoda u kojoj se koristi poznati Lambert-
Beerov zakon. Metoda je vrlo korisna poSto se primjenjuje za odredivanje nepoznate
koncentracije uzorka, strukture odredenih tvari, odredivanje ¢istoce DNA i sli¢no. Metoda se
temelji na Cinjenici da energije, odnosno zracenja pobuduju molekulu iz osnovnog u pobudeno
stanje, odnosno da izazivaju elektronske prijelaze. Molekula se pobuduje kada apsorbira
UV/VIS zracenje koje pada na nju i tako dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog elektronskog
stanja u pobudeno elektronsko stanje. Kada zracenje prolazi kroz otopinu ispitivane tvari dio
zraCenja apsorbira uzorak, a dio se propusta. To neapsorbirano ili propusSteno zracenje mjeri
spektrofotometar odnosno mjeri intenzitet zracenja koje je proslo kroz analizirani uzorak i
usporeduje ga sa intenzitetom ulaznog zracenja. Ovaj uredaj omogucuje prikaz apsorbancije
kao funkciju valne duljine svjetlosti odnosno daje apsorpcijski spektar koji je karakteristi¢an za
svaku molekulu. Takoder omogucuje odredivanje maksimalne valne duljine potrebne za
odredivanje apsorbancije uzoraka razli¢itih koncentracija i crtanje bazdarnog dijagrama. Kada
se uzorak sastoji od dviju komponenti koje apsorbiraju zracenje, te imaju maksimum apsorpcije
u razlicitim dijelovima spektra, moze se pretpostaviti da dvije komponente neovisno
apsorbiraju zrac¢enje. Dakle Lambert —Beerov zakon se modificira tako da je apsorbancija
smjese zbroj apsorbancija komponenti koji ju ¢ine. Ovaj zakon ne vrijedi uvijek odnosno moze
se re¢i da se radi o grani¢énom zakonu posto ne vrijedi za visoke koncentracije (¢ > 0.01 mol
dm3) koje uzrokuju promjenu molarnog apsorpcijskog koeficijenta i ne vrijedi za
polikromatska svjetla te prisustvo drugih nepozeljnih zracenja. No, kada se minimizira utjecaj

navedenih odstupanja, Lambert-Beerov zakon je vrlo koristan i $iroko primjenjiv.
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