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Sazetak

U provedbi svakog istrazivanja vazno je odrediti valjane materijale i metode koji ¢e se koristiti u
istrazivanju i u kojima ¢e se do¢i do relevantnih i trazenih rezultata. Ovo istrazivanje provedeno
je s ciljem proucavanja mogucénosti koje nude mikroskopija i programska rjesenja u ispitivanju
kvalitete tiska. U istrazivanju je slu¢ajnim odabirom izdvojeno deset uzoraka plave boje koji su
bili rasporedeni od najsvjetlijeg do najtamnijeg nac¢inom koji je bio primjeren oku promatraca.
Uzorci su mikroskopirani svjetlosnim mikroskopom te su digitalne slike uzoraka nastale nakon
mikroskopiranja, analizirane ImageJ programskim rjeSenjem za analizu slike u otvorenom
pristupu. Digitalna slika uzorka snimljena uz pomo¢ DP25 kamere, koja je sastavni dio
mikroskopa, u ovom se istrazivanju smatrala stvarnom slikom uzorka. Analizom su dobiveni
rezultati koji prikazuju postotak pokrivenosti tiskarskom bojom pojedine digitalne slike uzorka, a
u ovom slucaju plavom bojom. Rezultati analizom pokazuju da snimanje uzoraka
reflektiraju¢om svjetlosti pruza rezultate koji prikazuju kako stupanj prekrivenosti bojom
digitalne slike odgovara pocetnoj pretpostavci da je postotak pokrivenosti najsvjetlijeg uzorka
najmanji, a najtamnijeg najvisi, dok se kod uzoraka snimanih prolaznom svjetlosti vide veca
odstupanja od pocetnih pretpostavki. Alati koji su koriSteni u istrazivanju pokazali su se uvelike
korisnima 1 djelotvornima za ovakvu vrstu istraZivanja te ih se preporucuje za iduca istrazivanja

ove vrste jer su prvenstveno lako dostupni, a takoder i jednostavni za koriStenje §to je bitno ako

Kljuéne rije¢i: mikroskopija, tisak, analiza slike, ImageJ



1. Uvod

Napretkom tehnologije dogada se neizbjezan napredak tiska i tiskarskih tehnika te se povecava i
potreba za novim istrazivanjima koja mogu dovesti do odgovora na mnogobrojna pitanja vezana
uz tehnike tiska i kvalitetu tiska. Istrazivanja mogu biti provedena na veliki broj na¢ina, no onaj
koji moze dovesti do mjerodavnih i vjerodostojnih rezultata svakako jest mikroskopija i uporaba
racunalnih programa koji svojim prikazima i rezultatima predstavljaju relevantne informacije.
Mikroskopija je jedna od najstarijih tehnika bioloskih istraZivanja.! Ona se bavi prou¢avanjem
predmeta ¢iji se sastav ne moze vidjeti golim okom i na osnovu toga prikazuje rezultate potrebne
za odredeno istrazivanje. Mikroskopiraju se razni predmeti, objekti, uzorci, a u ovom slucaju radi
se o papirnim podlogama koja su preuzete iz raznih vrsta tiskovina. Naglasak u ovom
istrazivanju stavlja se na deset uzoraka iste boje, no razli¢itih nijansi plave boje. Uzorci su
poredani u nizu od najsvjetlijeg prema najtamnijem. Bitno je spomenuti ne samo boju uzoraka
nego 1 vrstu papira i vrstu tiska. Svi uzorci slucajnim su odabirom postali vazan dio ovog
istrazivanja, bez ikakvog ciljanog trazenja, prihvaceni su oni uzorci koji su se €inili najkorisnijim
u odredenom trenutku. Pri trazenju uzoraka najveci dio slika i tiskovina sadrzavao je plavu boju
stoga su uzorci plave boje postali predmetom istrazivanja. Najveci je broj uzoraka pronaden u
starim Skolskim udZbenicima, a ostale vrste papira koje su pomogle pri odabiru uzoraka jesu
novinski papir, glossy papir, papir za ispis i fotokopiranje, broSure, molitvenici 1 sli¢no. Samo
ljudsko oko ne moze prepoznati sva svojstva papirne podloge te se zbog toga koriste razni
mikroskopi izradeni u tu svrhu. Mnogobrojni su nacini istrazivanja 1 proucavanja uzoraka
mikroskopiranjem. KoriSten je mikroskop s digitalnom kamerom Olympus BXS51, povecanje
10x, a deset uzoraka mikroskopirano je 1 prolaznom 1 reflektiraju¢om svjetlosti.
Mikroskopiranjem digitalna slika pojavila se na LCD ekranu racunala te pomocu softvera
analySIS snimljena na racunalo. Osim spomenutog mikroskopa za analizu uzoraka koristeno je 1
programsko rjeSenje Image] koji uz pomo¢ grafa opisuje koliki je postotak prekrivenosti
tiskarskom bojom, u ovom slucaju plavom. Imagel programsko je rjeSenje za analizu digitalnih
slika koje nudi jednostavno i besplatno koriStenje raznih metoda i alata ¢ime se dolazi do

relevantnih 1 ispravnih rezultata.

1 Usp. Rittscher, Jens; Machiraju, Ragu; Wong, Stephen T.C. Microscopic image analysis for life science
applications. Boston: Artech House, 2008. Str. 15.



2. Mikroskopija u analizi tiska

Sve ono Sto se ne moze vidjeti i analizirati golim okom moze se proucavati uz pomoé
mikroskopa koji proizvodi uvecanu vizualnu ili fotografsku sliku malih predmeta i na taj nacin
omogucava temeljitu i opseznu analizu promatranog predmeta. Na taj nacin mikroskop mora
mo¢i ispuniti tri zadatka proizvesti povecanu sliku uzorka, odvojiti detalje na slici i uciniti
detalje vidljivima kamerom ljudskom oku.?> Upotrebom mikroskopa moguée je promatrati uzorak
u svijetlom polju Sto rezultira Sirinom vidnog polja kod svih povecanja, ali omogucuje
promatranje uglavnom obojenih nezivih stanica. Postoji mikroskopiranje u tehnici tamnog polja,
kojom se postizu iznimni kontrasti pocevsi od malih pa do velikih povecanja, a na taj nacin
mikroskopiranje tehnikom tamnog polja omogucuje promatranje zivih mikroorganizama. Tako je
1 mikroskopija jedan od najstarijih nacina bioloskih istrazivanja koji sluzi za predoCavanje sve

detaljnijih rezultata u mnogim granama znanosti.>

Znacajnim pomakom u mikroskopiji omogucava se snimanje digitalne slike promatranog
uzorka te koriStenje najnovijih alata i1 algoritama kojima se mogu izdvojiti odredeni podaci
snimljenih digitalnih slika.* Suvremena mikroskopija razvila se u skladu s naprecima u kemiji,
fizici, elektronici, analizi digitalne slike i drugim podrucjima. Jednu od naprednijih upotreba
mikroskopija moguce je prepoznati u proucavanju mikroorganizama i svega nevidljivog golom
oku. U skladu s provedbama mnogobrojnih istrazivanja, nastao je 1 pojam svjetlosne
mikroskopije koja obuhvaca prezentaciju tehnickih aspekata i1 racunalne programe za obradu 1
analizu digitalne slike. Svjetlosna mikroskopija jedna je od klasi¢nih tehnika snimanja koja se
koristi u medicinskom obrazovanju 1 za rutinske postupke patologije, histologije, fiziologije 1
embriologije.’ U svjetlosnoj mikroskopiji postoje svjetlosni filtri koji smanjuju intenzitet, a ti se
filtri nazivaju filtri neutralne gustoce ili neutralni sivi filtri te ih karakterizira svjetlost koju ¢e
emitirati.’ Postoje tzv. ,,Sumovi“ koji pri mikroskopiranju svjetlosnim mikroskopom stvaraju
probleme pa se slika ne moZe najostrije vidjeti. U tom slucaju, primjenjuju se filteri koji
rjeSavaju taj problem, ali i to moze donijeti nove komplikacije jer primjenom nekog odredenog
filtera moze do¢i do oStec¢enja ruba digitalne slike uzorka. U primjeni svjetlosne mikroskopije
koristi se, naravno, svjetlosni mikroskop. Svjetlosni mikroskop koristi samo jednu lecu za

uvecavanje i njime je moguce vidjeti razne preparate u boji. Svaka slika koja se dobije

2 Usp. Abramowitz, Mortimer; Davidson, Michael M. The Microscopy. Str. 3.

3 Usp. Isto.

4 Usp. Rittscher, Jens; Machiraju, Ragu; Wong, Stephen T.C. Preface. Nav. dj., str. 17-18.

5 Usp. Wegerhoff, Rainer; Weidlich, Olaf; Késsens, Manfred. Basics of light microscopy and imaginig, 2008. URL:

https://www.imaging-git.com/applications/basics-light-microscopy-imaging (2019-09-17), str. 21.
6 Usp. Isto, str. 8.


https://www.imaging-git.com/applications/basics-light-microscopy-imaging

mikroskopiranjem moze se i dalje obradivati te se moze primijeniti analiza digitalne slike u
ra¢unalnim programima namijenjenim toj svrsi.” Postoje mnogobrojna programska rjeSenja za
obradu slika, no razumljivo je da ¢e se koristiti uglavnom ona koja su dostupna na trzistu svojom

cijenom i kvalitetom te programska rjeSenja u otvorenom pristupu.

2.1. Racunalna analiza slike

Povecanjem broja raznovrsnih istrazivanja i analize slike dolazi do razvoja raznih programskih
rjeSenja koja znanstvenicima omogucavaju razli¢ite moguénosti analize digitalnih slika uzorka.
Digitalna slika jest ono Sto se dobije mikroskopiranjem nekih uzoraka. Bitno je napomenuti da
na samom pocetku analize treba razlikovati stvarnu sliku uzorka i digitalnu sliku. Digitalna slika
je numericki prikaz neke dvodimenzionalne slike 1 sastavljena je od piksela, a tijekom njene
obrade moze se primijeniti mnogo filtera i analiza. Dobiveni digitalni zapis slike moze biti bez
sazimanja podataka (npr. datotecnoga formata TIFF) ili sa sazimanjem (JPEG), a takve se slike
mogu naknadno raCunalno obraditi pri ¢emu se moZe povecati ili smanjiti njithova svjetlina,
kontrast, intenzitet boje, oStrina i sl. te ukloniti nezeljeni efekti uglavnom nastali digitalizacijom
uz premalenu razlucivost.® Primjena mikroskopije ukljutuje mjerenje genskih proizvoda,
arhitekturu tkiva, analizu organa, pracenje stanica i sl. Takoder, mikroskopiju koriste stru¢njaci
iz razli¢itih grana u svojim istrazivanjima, biolozi, kemicari, fizi¢ari, mnogobrojni znanstvenici u
podru¢jima istraZivanja papira, papirnih podloga, tiskovina i sl. U istraZivackim ustanovama
najéeSée se koriste matematicke analize za obradu slika.” Mnoga komercijalna programska
rjeSenja mogu se pronaci na trziStu, ali u mnogobrojnim sluc¢ajevima nece biti koriStena jer su
skupocjena te se Cesto tezi ka jednostavnijim, jeftinijim i dostupnijim rjeSenjima. Jedno takvo
programsko rjesenje, koje se smatra izvrsnom alternativom, jest ImageJ. Dizajniran je za obradu
razli¢itih vrsta slikovnih podataka na mnogim racunalnim platformama, a biolozi su ga takoder
uvelike usvojili zbog njegove korisnosti i jednostavnosti uporabe.'® Koristenje ImageJ-a donosi

mnogobrojne analize uzoraka digitalnih slika snimljenih mikroskopom, a jedna od njih je metoda

segmentacije.

7 Usp. Isto.

8 Usp. Digitalizacija. Hrvatska enciklopedija. URL: http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=68025 (2019-
09-13)

9 Usp. Hartig, Sean M. Basic image analysis and manipulation in Imagel. // Current Protocols in Molecular Biology
102, 1(2013), 14.15.1-14.15.12. URL:

https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/0471142727.mb1415s102  (2019-09-17).  Str.
14.15.1.
10 Usp. Isto.



http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=68025
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/0471142727.mb1415s102

Segmentaciju slike mozemo definirati kao proces podjele digitalne slike u vise
medusobno sli¢nih podrugja.!! Dakle, metoda segmentacije izdvaja objekte od interesa te se
moze podijeliti u tri skupine - metoda segmentacije zasnovana na odredivanju praga, metoda
segmentacije zasnovana na rubovima i metoda segmentacije zasnovana na podrucjima. Ne
postoji univerzalna tehnika segmentacije koja ¢e biti primjenjiva na svim slikama niti postoji
jedna tehnika segmentacije koja je besprijekorna.!? Segmentacijski proces zasnovan na
odredivanju praga jedan je od poznatijih i jednostavnijih procesa. Mnogi objekti ili podrucja
digitalne slike imaju karakteristicnu konstantnu refleksiju ili apsorpciju svjetla na njihovim
povrSinama §to omogucava odredivanje konstantnog iznosa odnosno praga koji ¢e izdvajati
objekte iz pozadine. Odredivanje praga je raunski ne zahtjevna i jednostavna metoda, a ujedno
jedna od najstarijih metoda koja i danas ima §iroku primjenu za jednostavnije zadatke.!* Metoda
odredivanja praga zapravo oznacava piksele u pozadini ukoliko su njihove vrijednosti ispod
odabranog praga te oznacava vrijednosti za piksele u prvom planu koji su u zadanom pragu ili ga
prelaze. Metoda odredivanja praga ponekad se moze pokazati kao prilicno subjektivna metoda
jer istraziva¢ samostalno bira uzorke istrazivanja, mikroskop kojim ¢e mikroskopirati te nacin na
kojim ¢e provoditi istrazivanje. Da bi se taj problem rijeSio, najbolje je koristiti automatske
metode odredivanja praga. Postoji viSe metoda u odredivanju praga, a neke od njih, CeSce
koriStenije, jesu Default, IsoData i Moments metoda. Default metoda je izvorna metoda
podeSavanja praga u programskom rjeSenju, to je varijacija IsoData algoritma za analizu i radi na
principu podesavanja slike uz moguée oznacavanje bijelih i crnih segmenata.'* IsoData je
metoda u kojoj se pojavljuje postupak podjele slike na objekt 1 pozadinu, izracunava se pocetni
prag i prosjek piksela unutra, iznad ili ispod pragova. Zatim se te dvije vrijednosti izraCunavaju,
a proces se ponavlja dokle god je prag veéi od kompozitnog prosjeka.'> Moments metodom

pokusavaju se saCuvati originalni dijelovi slike.'®

Metoda odredivanja praga koriStena u
istrazivanju kvalitete tiska jest metoda Huang kojom se odredivanja praga provodi koriStenjem
teorije neizrazitih skupova (eng. fuzzy set theory) kako bi se digitalnu sliku podijelilo u znacajne

segmente i smanjile nejasnoce koje se mogu pojaviti na slici. !’

1 Usp. Sirotkovi¢, Jadran. Segmentacija slike na masovno paralelnoj GPU arhitekturi. Split: 2012. Str. 4.

12 Usp. Pole, Ante. Razvrstavanje objekata u slici metodom usporedbe kontre objekata. Diplomski rad. Osijek: 2016.
URL: https://repozitorij.etfos.hr/islandora/object/etfos%3 A1 104/datastream/PDF/view (2019-09-17)

13 Usp. Isto.

14 Usp. ImageJ: Auto threshold. URL: https://imagej.net/Auto_Threshold#Default (2018-09-13)

15 Usp. Isto.

16 Usp. Isto.

17 Usp. Huang, L.-K.; Wang, M-J.J. Image thresholding by minimizing the measures of fuzziness. / Pattern
recognition 28, 1(1995), str. 41-51. URL: http://www.ktl.elf.stuba.sk/study/vacso/Zadania-
Cvicenia/Cvicenie_3/TimA2/Huang_E016529624.pdf (2019-08-10)
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2.2. Tisak i tehnike tiska

Tisak predstavlja naziv za sva izdanja onoga Sto se tiska odnosno novina, knjiga, Casopisa,
broSura, letaka i slicno. Tako se uz pojam tiska vezu 1 jo$ neki drugi srodni pojmovi, npr.
tiskarske tehnike, a to su postupci kojima se pripremljeni tekst i ilustracije umnozavaju na papiru
ili kakvoj drugoj podlozi (karton, plastika, metal, tkanina, staklo). Kod klasi¢nih se tiskarskih
tehnika otisak dobiva prenoSenjem tiskarske boje na tiskovnu podlogu. To se ostvaruje
pritiskom na podlogu, izravno ili posredstvom nekoga prijenosnog elementa.!® Postoje tri
temeljne tiskarske tehnike, to su knjigotisak, ofsetni tisak i bakro tisak. Knjigotisak tehnika je
visokoga tiska kojom se otisak dobiva izravnim pritiskom tiskovne forme na tiskovnu podlogu, a
razvila se i1 tehnika indirektnoga knjigotiska, kod koje se boja s valjka s tiskovnom formom
prenosi na tiskovnu podlogu neizravno, preko ofsetnoga valjka.!® Ofsetni tisak ili ofset tehnika je
plosnoga neizravnoga tiska. U Sirem smislu, skupina svih neizravnih tiskarskih tehnika, kod
kojih se boja ne prenosi izravno s tiskovne forme na papir ili drugu tiskovnu podlogu nego
posredstvom medumedija.?’ Bakrotisak tiskarska je tehnika dubokog tiska koja sluZi preteZito za
otiskivanje ilustracija, revija, kataloga, savitljive ambalaZe, tapeta, omotnih papira, ali 1
novéanica, maraka i drugih vrijednosnih papira.?! U moderno vrijeme pojavile su se i digitalne
tiskarske tehnike Ciji je otisak pohranjen u racunalu i tada digitalni tiskarski stroj oblikuje neki
tisak. Budu¢i da se strojevi za digitalni tisak ve¢inom zasnivaju na jednakim principima kao 1
uredski 1 kuéni pisaci, uredaji za ispis digitalnih fotografija ili fotokopirni strojevi, granica medu
njima nije strogo definirana. Danas se za digitalni tisak najceS¢e rabe strojevi na osnovi

indirektne elektrofotografije (kserografije) te laserskog ispisa.??

18 Usp. Tiskarske tehnike. // Hrvatska enciklopedija. URL: http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?1D=61456
(2019-09-09)

19 Usp. Knjigotisak. // Hrvatska enciklopedija. URL: http://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?1D=32114 (2019-
09-17)

20 Usp. Ofsetni tisak. // Hrvatska enciklopedija. URL: http://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?1D=44816
(2019-09-17)

21 Usp. Bakrotisak. // Hrvatska enciklopedija. URL: http://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?ID=5391 (2019-
09-17)

22 Usp. Isto.
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3. Materijal i metode

Prvi korak u provedbi istrazivanja primjene mikroskopije i racunalne analize u ispitivanju
kvalitete tiska bio je pronaci dovoljan broj otisnutih papirnih uzoraka u nijansama odredene boje
od njenih najsvjetlijih do najtamnijih nijansi. Pretpostavka je da najsvjetliji uzorci nijanse
odredene boje otisnute na odredenoj papirnoj podlozi imaju najmanju pokrivenost tiskarskom
bojom, a oni najtamniji najvecu. Pregledavanjem dostupnih tiskovina uocilo se kako su nijanse
plave boje najzastupljenije te su uzorci odabrani upravo prema kriteriju nijansi plave boje (Slika
1). Uzorci su oznaceni brojcanim oznakama kako bi ith bilo moguce jednoznacno opisati 1
koristiti u istrazivanju. U provedbi istrazivanja koriSten je mikroskop s kamerom, rac¢unalni

program analySIS uz pomo¢ kojeg su snimljene digitalne slike uzorka te ImageJ programsko

rjeSenje za analizu digitalnih slika u otvorenom pristupu.

1
Slika 1. Uzorci na kojima je provedeno istraZivanje.

3.1. Uzorci

Odabrani se uzorci uglavnom razlikuju veli¢inom, gramaturom papira, kvalitetom papira i
naravno nijansom plave boje. Kao $to je ve¢ navedeno, uzorci su odabrani na nacin da se
razlikuju jedni od drugih kako bi se §to bolje mogao dobiti linearni slijed pokrivenosti uzorka te
na temelju toga analizirati digitalnu sliku uzorka. Uzorci se razlikuju i prema papirnim
podlogama te je medu uzorcima moguce pronac¢i dijelove starih Skolskih udzbenika (1. 1 5.),
knjiga (8.), kataloga (4.), brosura i Casopisa (3. 1 6.), uredskog fotokopirnog papira (7.). glossy
vrsta papira (2.) te fotografija 1 ilustracija (9. 1 10.). Vazno je naglasiti kako su snimljene
digitalne slike uzorka u ovom istrazivanju smatrane istovjetnim stvarnim uzorcima te su se sve
analize obavljale upravo na njima. Stoga je bilo potrebno i digitalne slike uzoraka oznaciti na

jednostavan 1 jasan nain kako bi se omogucilo njihovo lakSe razlikovanje, ali i smanjila
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moguénost pogresaka pri obradi. Prije obrade u racunalnom programu digitalne slike uzoraka
razdvojene su u dvije zasebne mape (Uzorci Prolazna i Uzorci Reflektiraju¢a) kako bi se
razdvojili uzroci snimljeni reflektirajuCom 1 prolaznom svijetlosti te je svaka od njih sadrzavala
deset datoteka odnosno deset digitalnih slika koje su odgovarale pocetnoj brojci od deset stvarnih
uzoraka preuzetih iz raznih tiskovina. Snimanje uzoraka razli¢itim vrstama svjetlosti povecalo je
broj uzoraka s pocetnih deset na dvadeset, no u svakoj je mapi zadrzan pocetni nacin
obrojcavanja od jedan do deset. Uzorci u prvoj datoteci oznaceni su kao Uzorakl P, Uzorak2 P,
Uzorak3 P 1 tako do broja deset, a uzorci u drugoj datoteci, odnosno snimani pod

reflektiraju¢om svjetlosti oznaceni su kao Uzorakl R, Uzorak2 R, Uzorak3 R itd...

3.2. Mikroskop

Pri snimanju uzoraka potrebnih za ovo istrazivanje koriSten je mikroskop Olympus BXS5I1 s
digitalnom kamerom DP25. Snimanjem uzoraka mikroskopom, digitalna slika automatski se
pojavljuje na LCD ekranu s kojim je spojen navedeni mikroskop koja se na racunalo sprema
pomocu softvera analySIS. Olympus nudi vrlo jednostavne i brze rezultate , a bez obzira na
snimanje, analiziranje, pohranu ili izvjeStavanje podataka, analySIS sve postupke
pojednostavljuje na pouzdan, to¢an i objektivan nacin.?® Mikroskop je odabran za istraZivanje
prvenstveno zbog njegove dostupnosti, a nakon toga i zbog njegove jednostavnosti koristenja.
Olympus mikroskop nudi viSe mogucénosti snimanja, a odabrane za ovo istraZivanje jesu
snimanje prolaznom i reflektiraju¢om svjetloti koje mogu prikazati digitalnu sliku uzorka na dva
nacina. Reflektiraju¢a svjetlost je, kao §to 1 sam naziv govori, metoda mikroskopije kojom se
mogu promatrati uzorci ¢ija je podloga debljine ¢ak 30 mikrona. Cesto se naziva mikroskopijom
koja dolazi do svijetla ili epi-mikroskopijom jer osvjetljenje uzorka dolazi odozgo.>* Prolazna
svjetlost Cesto se moze mijenjati pomocu posebnih optickih elemenata kako bi se postigao bolji
kontrast. Kontrast prolazne svjetlosti mikroskopije se moze posti¢i na samo dva nalina:
iskoriStavanjem sposobnosti ljudskog oka da razlikuje razli¢ite valne duljine (ili boje) i
generiranjem dovoljne modulacije intenziteta u oblikovanoj slici tako da moze biti vidljiva
ljudskim okom.?® Koristenjem mikroskopa uzorci se mogu pregledavati kako promatra¢ Zeli te je
moguce podesiti postavke 1 nacine koji se njemu ¢ini najispravnijima. Kako bi se doslo do Sto
boljih rezultata, u ovom istraZivanju, i za reflektiraju¢u i za prolaznu svjetlost, koriStene su

sljedece postavke:

23 Usp. Wegerhoff, Rainer; Weidlich, Olaf; Kissens, Manfred. Nav. dj., str. 53.
24 Usp. Agarwall; Gunjan. Introduction to Biological Light Microscopy. Nav. d;j., str 10.
25 Usp. Isto, str. 6.



o filter BF (eng. bright field; svijetlo polje)
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e izoStravanje po potrebi, kako bi se dobila najkvalitetnija i najvidljivija digitalna slika

uzroka.
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Slika 2. Mikroskop Olympus BX51
3.3. ImageJ

Imagel] programsko je rjeSenje za analizu digitalnih slika uzoraka te je dostupan u
slobodnom pristupu. Nastao je 90-ih godina proslog stoljeca, a originalni tvorac poznatog i
korisnog rjesenja jest Wayne Rasband. ImageJ moze prikazivati, uredivati, analizirati, obradivati,
spremati 1 ispisivati 8-bitne, 16-bitne i1 32-bitne sive slike te 8-bitne i 24-bitne slike u boji.
Formati slika, uklju¢uju¢i TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS, mogu se obradivati i
pohraniti kao zasebne slike. 2° ImageJ je klju¢ni alat koji moZe ispunjavati veéinu potreba za
analizu digitalnih slika, vrlo je jednostavan za koriStenje, a jedna od vecih prednosti je Sto se
materijali 1 upute za koriStenje nalaze na mreZnim stranicama. Upute za koriStenje 1 mnogi
procesi su javno dostupni bilo kojem korisniku §to omogucuje 1 napredak samog raunalnog
programa, ali 1 zajednica koja se njime koristi. ImageJ koristi se u raznim poljima znanosti i
inZenjerstva; medicinskim snimanjima, mikroskopiji, materijalnim znanostima, a najvise u
bioloskoj svjetlosnoj mikroskopiji.>” Za koristenje ImageJ-a potrebna je Java, tj. JRE (Java
runtime environments) koja omogucava programu neovisnost o platformi i1 pokretnje na
razli¢itim operativnim sustavima.”® Java sadrzava dodatne datoteke koje omoguéuju veéu

funkcionalnost od osnovnog programa, a to se sve moze pronaci i na macro programskom jeziku

26 Usp. Hartig, Sean M. Nav. dj., str. 14.15.1.
27 Usp. Collins, Toni J. Image] for microscopy. // BioTechniques 43, 1(2007), str 25.
28 Usp. Isto.



u sklopu ImageJ-a, a macro programski jezik ImageJ-a jednostavan je skriptni jezik koji na
temelju nekog teksta moze preskoditi visestruke korake obrade. ?° Najvecéa prednost ImagelJ-a te
jedan od znacajnijih razloga njegova koriStenja jest prvenstveno njegov otvoreni i slobodni
pristup jer ga bilo tko, bilo gdje i u bilo koje vrijeme moze koristiti. Takoder, njegova
jednostavnost koriStenja, kvaliteta i Siroka ponuda alata isto su razlozi njegova koriStenja. Sve
ovo se moze smatrati velikim uspjehom, a ujedno i velikom pomo¢i znanstvenicima i

znanstvenim ustanovama kojima su potrebna ovakva programska rjesenja.

3.4. Provedba istrazivanja

ImageJ je programsko rjeSenje koje je bilo prikladno za obradu digitalnih slika uzoraka i
provedbu istrazivanja, no prije samog procesa analize bilo je potrebno izvrSiti odredene
predradnje Za digitalne slike uzoraka stvorene su zasebne datoteke za prolaznu i reflektirajucu
svjetlost. Nakon toga, stvorene su i dvije mape predvidene za pohranu rezultata analize. Bilo je
potrebno pronac¢i i adekvatnu metodu odredivanja praga te je na svim uzorcima provedena
analiza na temelju svih dostupnih metoda odredivanja praga. Na temelju dobivenih slikovnih
prikaza (Slika 3) bilo je mogucée zakljuciti kako ¢e Huang metoda dati rezultate za sve uzorke.
Na Slici 3 je moguce uociti kako neke od metoda ne bih omogucile analizu svih slika digitalnih

uzoraka jer ne bi bilo moguce dobiti valiane rezultate.

5128%3612 pixels; 8-bit, 19M8
' X L

Slika 3. Prikaz svih metoda za odradivanje praga na uzorku U10 R

29 Usp. Isto.



U ovom istrazivanju ImagelJ uvelike je olakSao postupak analize digitalnih slika uzoraka
posebice macro metoda odnosno niza naredbi uz pomo¢ kojega je ImageJ automatski provodi

trazene promjene na uzorku i znacajno skracuje vrijeme potrebno za provedbu analize.

%| Batch Process X
]|

Input... ‘C:1.Users‘.Hibik‘.DesI{lop\zavrsni\slike novollzarci_Prolaznal

Cutput... ‘C:\Users‘.HibiK\Desktop\zavrsni‘.slike novo\Prolazna_Rezultati

Output format: | TIFF hd

Add macro code: |[Selectfrom list)  ~ |

File name contains:

run{"s-bit"y;

run("lnvert");

run{"Auto Threshold...", "method=Huang white");
run{"Analyze Particles...", " summarize"};
close()]

Test | Open... | Save.. |

Process | Cancel

Slika 4. Primjer koriStene macro naredbe za analizu pomo¢u Huang metode odredivanja praga

Macro metodom (Slika 4) koriStenom u ovom istrazivanju digitalna slika uzorka
pretvorena je u 8-bitnu sliku koja je pogodna za daljnju analizu, primijenjen je metoda
segmentacije tj. odreden je prag metodom Huang, a nakon toga analizira se udio Cestica takoder
na svakom uzorku §to ¢e donijeti izvjestaj koliki je udio bijelih to¢aka na digitalnoj slici uzorka.
ImagelJ je nakon provedene analize isporucio izvjeStaj s broj¢anim rezultatima koji ukazuju na
pokrivenost uzorka bojom odnosno na udio zastupljenosti boje na samom uzorku. Analizom
slika dobivena je zastupljenost Cestica svakog uzorka, povrSina bijelih tockica na crnoj
podlozi,odnosno bijelih dijelova na digitalnoj slici uzorka. Rezultati pohranjeni u Excel tablici
zahtijevali su kratku prilagodbu jer ih je bilo potrebno izraziti u postotcima kako bi se njima
moglo opisati istrazivanje. Takva je dodatna obrada podataka omogucila jednostavnije

obradivanje rezultata i njihovo prikazivanje u grafickim prikazima.
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4. Rezultati i rasprava

Nakon provedenog istrazivanja, obrade uzoraka pojedina¢no, mikroskopiranja i analiziranja
digitalnih slika uzoraka u programu Imagel] dobiveni su rezultati koji ukazuju na postotak
pokrivenosti boje na povrSini uzorke te koliko ti postotci odgovaraju slijedu uzoraka za koje se
pretpostavilo da su prema osjetu vida poredani od najsvijetlijeg prema najtamnijem. Rezultati za
oba seta uzoraka odnosno za uzorke snimane reflektirajuéom i prolaznom svjetlosti prikazani su
u obliku grafa na Slici 5 kako bi se na jednom mjestu objedninjeni rezultati mogli vizualno i
broj¢ano usporediti. Na obje je linije grafickog prikaza mogucée uociti odstupanja od pocetne
pretpostavke da ¢e se postotak pokrivenosti bojom povecavati s tamnijim uzorkom, no
reflektirajuéa svjetlost je mnogo bliza tim ocekivanjima od prolazne svjetlosti. Moguce je da na
pokrivenost bojom utjeCe i vrsta papira, ali i veli¢ina odabranog uzorka stoga je potrebno

komentirati 1 rezultate pojedinacno.

100%
909 n
20% A

7%

B0%
==Prolazna

50% A

40%, == Reflektirajuca

3%
V ¥
20%

10%

D% T T T T T T T T T 1

Slika 5. Rezultati uzoraka nakon analize slika u programskom rjeSenju

Pocevsi od pretpostavke da je uzorak kojem je dodjeljen broj jedan najsvijetliji i s
najmanjim postotkom pokrivenosti uzorka, a onaj kojem je dodjeljen broj deset najtamniji i
najvise pokriven provedena je analiza Cestica na digitalnim slikama uzoraka. Snimanje uzoraka
reflektirajué¢om svjetlosti polucilo je rezultate priblizne ocekivanima te je prvi uzorak (Slika 6 a 1
b) pokazao najmanju prekrivenost bojom od 33 %, no postotak prekrivenosti posljednjeg uzorka
(broja deset) iznosi 38 %. Uzorak broj deset je oku istrazivaa bio najtamniji uzorak nijanse
plave boje te je analiza Cestica i udjela bijele boje pokazala kako je postotak pokrivnosti prvog i

posljednjeg uzorka gotovo jednak. Postoji moguénost da je slicnost u postotcima dvaju uzoraka

11



rezultat razlicite papirne podloge ili tiskarske tinte buduci da je prvi uzorak preuzet iz Skolskog
udzbenika, a posljednji s papirne podloge za fotografije i ilustracije. U9 R uzorak (Slika 9 a i b)
je s najveéim postotkom pokrivnosti uzorka koji iznosi 90 %. To je bio jedan od tamnijih
uzoraka te je razvidno da ¢e postotak pokrivnosti biti veéi. Ovo se istrazivanje nije bavilo
analizom ostalih ¢imbenika koji utjeCu na kvalitetu tiska stoga je zakljuak o sli¢nosti dvaju

uzoraka ostao na gore navedenoj pretpostavci. Odstupanja od pretpostavljenog niza od

najsvjetlijeg do najtamnijeg uzorka su vidljiva na svim ostalim uzorcima. Prema postotcima
pokrivenosti niz bi se kretao prema sljede¢em redoslijedu 33 % Ul R, 38 % U6 R 1 UI10 R, 41
% U5 R,43 % U4 R, 47 % UR 3,49 % U7 R, 50 % U8 R, 54 % U2 R190% U9 R.

Slika 6. Digitalna slika uzorka snimana pod reflektiraju¢om svjetlosti s najmanjim postotkom
prekrivnosti plavom bojom a) prije analize u programskom rjeSenju 1 b) nakon analize u

programskom rjeSenju.

Slika 7. Digitalna slika uzorka snimana pod prolaznom svjetlosti s najmanjim postotkom

prekrivnosti plavom bojom a) prije analize u programskom rjeSenju i b) nakon analize u

programskom rjeSenju.

12



Promatrajuci rezultate uzoraka snimanih prolaznom svjetloS¢u dolazimo do zakljucka
kako je najmanji postotak pokrivenosti bojom je uzorak U5 P (Slika 7 a i b) odnosno tek peti
uzorak prema pocetnom redoslijedu stvarnih slika uzoraka preuzetih iz tiskovina s 21 %.
Pokrivenost uzorka U4 P (Slika 8 a 1 b) iznosi 84 % stoga je prema navedenim rezultatim
moguce zakljuciti da su to uzorci s najmanjim i najveci udjelom pokrivenosti uzoraka tiskarskom
bojom. Takvi rezultati mogu biti posljedica nac¢ina mikroskopiranja prolaznom svjetlosti. Slijed
pokrivenosti uzoraka tiskarskom bojom, a koji su snimani prolaznom svjetlosti je U5 21 %,
U7 P26 %, U10 P 38 %, Ul P 41 %, U6 42 %, U2 P 54 %, U8 P 61 %, U9 P 70 %, U3 P
76% 1 U4 P 84 %. Predstavljanjem postotaka prekrivenosti povrSine uzorka grafickim prikazom
istih (Slika 5), moguce je zakljuciti kako se pokrivenost uzoraka bojom neovisna o nijansi vec¢
vrlo vjerojatno ovisi o razli¢itim ¢imbenicima medu kojima je i1 kvaliteta papira i tiskarske boje.

U analizi prvih pet uzoraka zanimljivo je zakljuciti da se redoslijed nekih uzoraka gotovo

podudara.

Slika 8. Digitalna slika uzorka snimana pod prolaznom svjetlosti s najve¢im postotkom

prekrivnosti plavom bojom prije (a) i nakon (b) analize u programskom rjesenju.
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a) b)

Slika 9. Digitalna slika uzorka snimana reflektiraju¢om svjetlosti s najve¢im postotkom

pokrivnosti plavom bojom prije (a) i nakon (b) analize u programskom rjesenju.

Na temelju dobivenih rezultata mogucée je zakljuciti da se pokrivnost veine uzoraka
moze usporediti s pocetnom pretpostavkom da svjetliji uzorci imaju manji postotak pokrivnosti
uzorka tiskarskom bojom. Postoje uzorci koji se nakon analize podudaraju s onim
pretpostavljenim tj. ne odstupaju od redoslijeda uzoraka poredanih od najsvjetlijih do
najtamnijih, a to su uzorci Ul R, U7 R 1 U8 R. Za razliku od uzoraka snimljenih
reflektiraju¢om svjetlosti, uzorci koji su snimljeni prolaznom svjetlosti nemaju takav rezultat. Ne
postoji niti jedan uzorak ¢iji postotak pokrivnosti odgovara pocetnoj pretpostavci. Najveca
odstupanja kod uzoraka snimljenih objema svjetlostima nalazimo na pocetku 1 na kraju niza, $to

je poprili¢no neocekivano jer su to uzorci koji se najvise razlikuju.

Sto se ti¢e vrste papirnih podloga uzoraka, iz navedenih postotaka moZe se zakljuditi da
uzorci koji sadrzavaju najveci postotak pokrivnosti tiskarskom bojom, u ovom slucaju plavom,
jesu dijelovi fotografija i glossy papira. Takoder, digitalne slike uzoraka iz broSura i prospekata
imaju visoke postotke prekrivenosti tiskarskom bojom, posebice snimani pod prolaznom
svjetlosti, nakon njih slijede sve ostale koriStene vrste papirnih podloga, koji imaju podjednake
postotke. Najvece razlike u rezultatima prikazane su usporedbom digitalnih slika uzoraka nakon
analize i obrade macro metodom kada su se prikazali potpuno razli€iti postotci u odnosu na
snimanje prolaznom i reflektirajuCom svjetlosti. U samo jednom slucaju jednaka je pokrivnost
bojom 1 snimanjem pod prolaznom i pod reflektiraju¢om svjetlosti, a to je uzorak broj dva koji
iznosi 54 %. Na svakoj digitalnoj slici uzorka provedena je ista analiza u programskom rjeSenju
ImagelJ, no moZe se uociti da su najreprezentativniji uzorci snimani pod reflektiraju¢om svjetlosti
te da ti uzorci prikazuju kako stupanj prekrivenosti bojom digitalne slike odgovara pocetnoj

pretpostavci.
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5. Zakljucak

Napretkom tehnologije dolazi do napretka u tiskarskim tehnikama i tisku opéenito te se Cesto
provode analize kvalitete tiska. Kvaliteta tiska moze ovisiti o podlozi na kojoj se tiska, tehnici
tiska 1 tiskarskoj boji koja se koristi. Primjenom mikroskopije i raCunalne analize digitalne slike
mogucée je provesti analizu tiska na temelju pokrivenosti neke papirne podloge tiskarskom
bojom. Osnovni kriterij odabira uzoraka za provedeno istrazivanje bila je plava boja, a papirna
podloga nije imala presudnu ulogu jer su uzorci odabrani slu¢ajnim odabirom od najsvijetlije do
najtamnije nijanse plave boje. Istrazivanje je provedeno uz pomo¢ mikroskopa s kamerom i
ImageJ racunalnog programa u otvorenom pristupu. Dobiveni su rezultati interepretirani na
temelju analiza Cestica na digitalnoj slici uzorka za koju je pretpostavljeno da prikazuje stvarnu
sliku uzorka. Kona¢ni ishod pokazuje da snimanje uzoraka reflektiraju¢om svjetlosti pruza
rezultate koji prikazuju kako stupanj prekrivenosti bojom digitalne slike, gotovo u cijelosti,
odgovara prvotnoj pretpostavci da su najsvjetliji uzorci oni s najmanjim postotkom pokrivenosti
uzorka. Uzorci snimani prolaznom svjetlosti ne odgovaraju navedenoj pretpostavci te je moguce
zakljuciti kako se radi o nedostatku snimanja uzorka jer prolazna svjetlost uzrokuje smanjeno
podrudje interesa na kojem je moguce provesti analizu Cestica. Takoder je vazno naglasiti kako
papirne podloge i njihova svojstva te tiskarske boje i1 tehnike takoder mogu utjecati na krajnje
rezultate provedene analize. Moze se zakljuciti 1 da su svi koriSteni alati u istraZzivanju zaista
korisni za ovakve vrste istrazivanja, mikroskopiranje pod razliCitim vrstama svjetlosti,
podesavanje metoda kako promatra¢ Zeli, analiza digitalnih slika u programskom rjeSenju pa ih

je zato preporucljivo koristiti u narednim sli¢nim istrazivanjima.
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