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Primena nedestruktivnih optickih metoda u proceni stanja i metabolizma biljaka

Rezime

Cilj ove doktorske disertacije je razvijanje nove i pouzdane metode za procenu stanja i
metabolizma biljaka. Merenje spektralnih karakteristika listova biljaka opti¢kim metodama u periodu
njihovog rasta moze nam doneti korisne informacije o fizioloskom statusu biljke.

U okviru doktorske disertacije predstavljen je novi metod, koji omogucava da merenjem
koeficijenata opticke transmisije i refleksije sa lista pratimo stanje i metabolizam biljaka.

Dosadasnji postupci merenja ovih parametara putem optickih metoda usmereni su natrenutne
vrednosti ovih koeficijenata, pre svega, refleksije u listu, dok su vrlo retke metode koje se bave
detekcijom vrednosti opti¢ke transmisije. Ne postoje nedestruktivne opticko-detekcione metode i
sistemi Kkoji sa pozdanom tac¢no$¢u i osetljivos¢u mogu kontinualno da prikupljaju podatke o
fotosintetickim procesima biljaka u duzim vremenskim intervalima (nekoliko dana ili meseci).
Postojece opticko-detekcione metode i sistemi omogucavaju samo trenutna merenja jednog mernog
mesta, koja su pracena nizom ogranicenja.

U prvih nekoliko poglavlja predstavljene su neke opste fizicke zakonitosti, na kojima se
zasniva nova metoda, kao i osnovne ideje i karakteristike koris¢enih elemenata za izradu opti¢ko-
-detekcionog sistema.

U jednom od poglavlja objasnjen je proces fotosintezei njegova veza sa kvantno-mehanickim
procesima.

Posebna pazZnja posvecena je izradi softvera za prikupljanje podataka, kao i postupcima za
kalibraciju celog mernog sistema.

U poslednjem odeljku prikazani su dobijeni rezultati. Po prvi put su, eksperimentalno,
nedsestruktivnom metodom, dobijeni Cirkadijumski ritmovi biljaka u realnom vremenu. Takode su
detektovane promene u optickim Kkaratkeristikama u listovima pri razli¢itim eksperimentalnim
tretmanima, a dobijeni podaci uporedeni su sa rezultatima dobijenim dosadasnjim bioloskim
metodama.

Kljuéne refi: transmisija u listu, apsorpcija u listu, 665 nm crvena LED, cirkadijumski ritam,
fizioloski status biljaka, opticke metode, nedestruktivne metode

Nauéna oblast: Fizika
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Nondestructive optical method for plant overall health evaluation

Abstract

The research presented in this dissertation is focused on development of reliable optical
method for providing useful information for overall plant health evaluation. Measuring the optical
properties of plant leaves, by spectrophotometric methods, could potentially provide very useful
information of the plant's health.

This dissertation describes a novel experimental method that enables continuous
measurements of the optical reflection and transmission coefficients of broad-leaved of the plant’s
metabolism.

The present measurement procedures of these parameters by optical methods are focused on
current values of the leaf reflection coefficients, while methods which detect the values of optical
transmission are quite rare. However, there is no nondestructive optical-detection method which is
used to collect data about photosynthetic processes in plants during long time intervals (several days
or months). Existing optical detection systems are designed to be used as a single measuring point,
but also faced with a numerous limitation.

The first few chapters present some general physical laws, as well as the main ideas and
characteristics of all parts used to create our optical detection system.

One chapter is basic explanation of the process of photosynthesis and its connection with
quantum mechanical processes.

Special attention s given to the development of datacollection software, as well as procedures
for calibration of the measuring system.

The last section presents obtained results. For the first time, nondestructive method was used
to detect Circadian rhythms in real time. In addition, different optical changes are observed on plant
leaf in various experimental treatments and compared with present biological methods.

Key words: leaf transmitance, leaf apsorbance, 665 nm red LED, circadian rhythm, plant health,
optical methods, nondestructive methods

Scientific field: Physics

Research area: Applied physics

UDC number: 53.21(043.3)
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I UvVOD

Poznaju¢i osnovne principe fotosinteze kao primarnog procesa u prirodi i uloge hlorofila u tom
sistemu [1, 2], namece se ideja za razvojem nove nedestruktivne opticke metode, kojom bi se
merenjem apsorpcije svetlosti lista dobile korisne informacija o stanju biljaka. Apsorpcioni spektri
hlorofila su dobro poznati i sadrze karakteristicne apsorpcione maksimume cije talasne duzine
odreduju tip odgovarajuceg svetlosnog izvora za obasjavanje lista biljke. Apsorpcija lista ne meri se
direktno, ali se informacije o njoj mogu dobiti na osnovu vrednosti opticke transmisije i refleksije.

Najnoviji izvestaji Ujedinjeniih nacija pokazuju da uticaj klimatskih promena dovodi do snazne
degradacije tla i promene sastava vazduha, a to dalje uti¢e na kvalitet hrane? i prati brojne ekonomske
probleme. Naucnici su slozni u ideji da bi ovaj globalni problem mogao da se resi, ako se posveti
posebna paznja istrazivanjima u oblasti fiziologije biljaka fokusiraju¢i se na pracenje in situ.

Dosadasnje metode koje se bave proucavanjem biljaka i prate njihovo stanje, zasnivaju se na fizi¢ko-
-hemijskim analizama tkiva biljaka, vremenski su zahtevne, destruktivne, ¢esto zahtevaju ozbiljnu i
dugotrajnu pripremu uzorka, a neretko su pracene subjektivnim zapazanjima [3, 4]. Kako bi se
omogucilo efikasnije kontrolisanje svih faza u procesu rasta biljaka (pocev od hortikulturnih vrsta
namenjenih za ishranu ljudi), neophodan je adekvatan metod za nadgledanje kontinualnog stanja
biljaka i odredivanje optimalnih uslova koji podsti¢u brzi rast, razvoj i prinos.

Savremeni pristup gajenja biljaka podrazumeva neprekidno kontrolisanje razli¢itih parametara, Koji
uticu na njihovo stanje i zdravlje. Procena stresa biljke u ranoj fazi daje vredan faktor koji moze da
predvidi uspesnost gajenja neke biljne vrste [5]. Stres se definiSe kao odgovor biljke na razlicite
spoljne faktore (stresore) i moze biti biotski (infekcije biljnim patogenima) i abioticki (izloZenost
razli¢itim fizickim i hemijskim uticajima). Primer abiotickog stresora je osmotski stres, a nedostatak
hranljivih materija utice kako na fotohemijske i nefotohemijske procese u fotosintezi, tako i na odnos
koncentracije pigmenta i ukupan rast i razvoj kod visih biljaka [6-8].

Poznato je daje opste stanje biljke u korelaciji sa intenzitetom svih fotosinteti¢kih procesa u njenim
listovima [1]. Molekuli hlorofila obezbeduju konverziju apsorbovane svetlosti u biohemijsku energiju
kroz Calvin-Bensonov ciklus [9]. Detekcija stresa biljaka povezuje se i sa koncentracijom elemenata:
azot, magnezijum, gvozde, fosfor, kalijum itd. Koli¢ina hlorofila i drugih fotosintetickih pigmenata
u listu dobar je pokazatelj fizioloskog statusa biljke i moze ukazati na to da li je biljka izlozena
stresoru. Stresovi iz okoline negativno uti¢u na sintezu hlorofila i dovode do razlaganja molekula, sto
dalje vodi ka smanjenju produktivnosti vegetacije [10-13]. Karotenoidi su druga fotosinteticka grupa
pigmenata koja je, takode, vazna za detekciju stresa. Kroz parametre fotosistema I i Il i antenskih
sistema (LH i LHC centara za prikupljanje svetlosti), ovi fotosinteticki pigmenti ucestvuju u:
prikupljanju svetlosne energije, zastiti reakcionih centara fotosistema od fotooksidacije (rasipanje
viska svetlosne energije) i odbrani protiv oksidativnog stresa [6].

Ideja o koriS¢enju refleksione spektroskopije za nedestruktivno odredivanje koncentracije hlorofila
listova nije novaideja. Prvi put su je predlozili Admasi Arkin 1977. godine [14], adalje su je razradile
i brojne druge studije [14-24].

1 Porast svetske populacijei evidentne klimatske promene su najveciaktuelni problemi opstanka ljudske rase. Nedavna
studija Islam-a i Talukder-a iz 2017. godine [3] govori o potrebi za hranom na globalnom nivou. Ova studija takode
predvida da ¢e ljudska populacija dosti¢i9,8 milijardi do kraja 2050. godine. Osim toga, o¢ekuje se da ée emisije gasova
staklene baste koja je povezana promenom temperature, kao isve manje snabdevanja slatkom vodomuticatina kompletnu
vegetaciju Zemlje.
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Vet postoje sistemi gde se reflektovano zracenje meri sa listova biljaka na mestu njenog rasta. U
nedavnom istrazivanju [25] opisan je primer gde se ova metoda koristi kako bi se na najbolji moguci
na¢in optimizovao proces proizvodnje soje, odnosno, kako bi se odredio trenutak njenog najveceg
prinosa u toku zetve na poljima u Brazilu.

U revijalnom radu iz 2008. godine, ¢asopisa Sensors [26] navode se primeri optickih metoda koje su
razvijene kao nadzorni sistemi za praCenje stanja biljaka. Naime, jedan od najzastupljenijih
neinvazivnih pristupa pracenja stanja biljaka podrazumeva interakciju svetlosti sa listom i sposobnost
identifikacije promene spektralnih karakteristika kao odgovor na specifi¢ne varijacije. Sa tim u vezi,
mnoga istrazivanja [22-24] otvaraju mogucnost rane predikcije stresa biljaka na osnovu promene
koeficijenta refleksije svetlosti sa lista. Pokazuje se da je ovo izuzetno precizan metod za ranu
detekciju invazija patogena pre vizuelno opazenih simptoma.

Primer jedne nedestruktivne metode za detekciju stresa je putem merenja relativnih vrednosti
koncentracije hlorofila preko opticke transmisije lista. Podaci se dobijaju merenjem transmisije lista
u crvenom (650 nm) i infracrvenom (940 nm) delu spektra. Nedostatak ove metode je otezano
tumacenje dobijenih rezultata, jer na opticka ocitavanja uti¢e struktura lista i lokalna
mikromorfologija na mestu merenja [12].

Osim pracenja reflektovanog i propustenog zracenja, postoje i metode za prikupljanje podataka o
apsorbovanoj svetlosti, koje rade na principu vizuelne detekcije [27]. Zdravi listovi, izlozeni vidljivoj
svetlosti, intenzivno apsorbuju zracenje iz plavog i crvenog dela spektra, reflektujuci pritom zeleno
zraCenje. Biljke Cije je zdravlje ugroZzeno smanjice ili ¢e u potpunosti prestati da proizvode hlorofil,
pa ¢e se absorbciona traka u tom regionu pomerati ka kra¢im talasnim duZinama.

Jo§ jedna uobiCajena nedestruktivna metoda, koja se Koristi za procenu stresa u biljkama je
fluorescencija hlorofila. Pruza detaljne informacije o stanju fotosistema Il i njegovim odgovorima na
odgovarajuce promene. Merenjem minimalne (Fo) i maksimalne (Fm) fluorescencije, iz odnosa (Fo-
Fm/Fm odreduje se efikasnost fotosinteze. Ovaj metod se najéeS¢e koristi za procenu stresa u
listovima [28].

Jo$ jedna nedestruktivna opticka metoda podrazumeva da se CCD (eng. charge-coupled device)
kamere postave iznad listova biljaka i u odredenom vremenskom intervalu sakupljaju odgovarajuce
slike zelenih i nezelenih regiona [29]. Uz pomo¢ RGB (eng. Red Green Blue) analize ra¢una se odnos
njihovih povrSina. Ova vrednost se uporeduje sa prethodnom, pri ¢emu povecavanje nezelenih
povrsina, U odnosu na zelene, signalizira uzbunu, dajuci informaciju da je zdravlje biljke necim
ugrozeno. Napredniji sistemi imaju i senzore za termalnu analizu povrSine lista [30].

Na osnovu svega navedenog, merenje opticke refleksije i opticke transmisije, kao metode za pracenje
zdravstvenog stanja biljaka, pruza sredstvo za rano otkrivanje izvesnih stresova. Medutim, ne treba
zaboraviti da prakti¢nu primenu ovog metoda prati nekoliko eksperimentalnih izazova.

Osnovni zadaci ovog eksperimentalnog istrazivanja morali su da zadovolje sledece uslove:
1. Da metoda bude nedestruktivna.

2. Da merenja koja se vrSe na posmatranoj biljci ne ometaju proces rasta i razvic¢a (da listovi
mogu slobodno da zauzimaju svoj prirodni polozaj).

3. Da ne postoje vremenska ograni¢enja u procesu pracenja fizioloskog stanja biljke, i da se
jasno mogu uoc¢iti Cirkad jumski ritmovi? .

2 Cikliéne oscilacije bioloskih funkcija koje se deSavaju u periodu dvadesetetvoro¢asovnogciklusa.
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4. Da ima pouzdanu statistiku. Merenja na zivim organizmima zahtevaju veliki broj uzoraka i
kontrolne grupe.

Ovaj metod je ispunio sve gore navedeno.

Novom metodom se prikupljanje podataka vrSi na viSe raziCitih mernith mesta tokom duzeg
vremenskog intervala. Sistem za merenje sadrzi dvadeset mernih segmenata koji su odli¢na osnova
za statisticku obradu podataka o stanju biljke ili grupe biljaka koje se gaje pod razli¢itim uslovima.
U isto vreme, sistem je potpuno metroloski kontrolisan. Po prvi put neka metoda omogucava
neinvazivno snimanje cirkadijumskih ritmova biljaka gde se jasno detektuju dnevni i no¢ni ritmovi
prac¢eni promenom fizioloSkih parametara.

Tokom izrade magistarske teze [31] predstavljena je preliminarna postavka opticko-detekcionog
sistema. Cilj daljeg istazivanja bio je da se otklone uoceni nedostaci i time unapredi osnovna verzija
sistema, da se po¢ne sa merenjima na zivim biljnim sistemima i utvrde odredene zakonitosti. Ova
teza pisana je sa idejom da moze posluziti u daljem istrazivanju fiziologije biljaka. Prikupljanjem
podataka iz kontinualnog merenja cirkadijumskog ritma biljke dobila bi se baza koja povezuje
informacije odredene biljne vrste sa najboljim uslovima rasta.



I INTERAKCIJA EM ZRACENJA I MATERIJE

2.1. Elektromagnetno zracenje (EM zracenje)

Svetlost ima dualnu prirodu. Prenos energije se vi$i pomocu Cestica (prema Njutnu) ili talasa (prema
Hajgensu). Odnosno, u odredenim pojavama svetlost se ponasa kao skup cestica (fotoelektricni efekat
I Komptonov efekat), dok u drugim pojavama ispoljava osobine talasa (difrakcija, interferencija itd.).
Talasi su odredeni frekvencijom (v) i talasnom duzinom (L), a karakteristike ¢estica su energija (E),
masa (m) i impuls (p). Zrafenje koje se prenosi putem Cestica (proton, neutron, itd.) zove se
korpuskularno zracenje, dok se znacenje koje se prenosi u obliku talasa naziva elektromagnetno
zraCenje [32].

Elektromagnetno zraCenje je promena elektromagnetnog polja u funkciji vremena. Fotoni su cestice
koje kvantifikuju elektromagnetno zracenje. Poznato je da svako naelektrisanje promenom brzine
kretanja generiSe odredeno elektromagetno polje, a osobine odgovarajuceg elektromagnetnog talasa
koji se prostire brzinom svetlosti, direktno se vezuju za dinamiku promene kretanja naelektrisanja.
Drugim re¢ima, ako elektromagnetno zracenje posmatramo kao emisiju fotona(Cestica), energija koju
one nose direktno se vezuje za talasnu duzinu, odnosno frekvenciju talasa. Veéa frekvencija ukazuje
na vec¢u energiju fotona. Ova zavisnost je odredena Plankovom relacijom [33, 34]:

E=hv (2.1)

gde su: E energija fotona, h je Plankova konstanta3, a v je frekvencija talasa.

Vrsta elektromagnog zracenja zavisi 0d talasne duzine. Usled raspona energije talasnih duzina u
elektromagnetnom spektru, elektromagnetno zracenje delimo na radio i mikro-talase, infracrveno,
vidljivo, ultraljubicasto, X-zrake i gama zrake. Ceo opseg frekvencija i talasnih duzina
clektromagnetnog zracenja je elektromagnetni spektar (Slika 2.1.). Spektar predstavlja sliku
emitovanog, apsorbovanog ili reflektovanog zracenja uredenog po energijama, talasnim duzinama ili
frekvencijama [33, 34].

Vidljiva svetlost je jedini deo elektromagnetnog spektra koji je vidljiv golim okom. Opseg vidljive
svetlosti prostire se izmedu infracrvenog i ultraljubicastog zracenja (od 760 nm do 380 nm).

Celokupna savremena spektroskopija bazira se na kvantnoj teoriji u ¢ijoj osnovi leze fundamentalni
zakoni kvantne fizike. Svaki prelaz sistema iz jednog stanja u drugo pracen je apsorpciijjom ili
emisijom fotona &ija frekvencija zadovoljava drugi Borov postulat®.

Pri prelasku elektrona sa vise na nizu orbitu, elektron emituje energiju u vidu fotona, alternativno,
kada elektron asporbuje energiju u vidu fotona, moze da prelazi sa niZze na viSu orbitu. Naslici 2.2
prikazana je interakcija fotonaizmedu dva energetska nivoa atoma ili molekula. Upadni foton moze
da bude apsorbovan ako je energija fotona 4v upravo razlika energetskih niva atoma 4E. U tom
slucaju, elektron u atomu prelazi sa nizeg na visi energetski nivo (Slika 2.2 a)). Ukoliko se atom
nalazi u pobudenom stanju, odnosno ukoliko se elektron nalazi na visem energetskom nivou, tada
prilikom prelaska na nizi nivo dolazi do emisije fotona energije jednake razlici energetskih nivoa

8 Plankova konstata: h = 6,626176 - 10-34 Js.
4 Elektroni se oko jezgra kre¢u po kruznim putanjama (orbitama)za koje moment impulsa jednak proizvodu celogbroja
i redukovane Plankove konstante 7.

-4 -



atoma. Do prelaska elektrona sa viseg na nizi nivo najéesce dolazi spontano (Slika 2.2 b)), ali prelazak
moze dabude indukovan i drugim fotonom (stimulisana emisija, Slika 2.2 c)) [33, 34].

Pri spontanoj emisiji nemoguce je predvideti fazu i smer emitovanog fotona, dok pri stimulisanoj
emisiji emitovani foton zadrzava isti smer, fazu, polarizaciju i energiju kao foton koji je indukovao
emisiju (hv = E2- E1 = AF). Stimulisana emisija moze da se posmatra kao pojacanje svetlosti (jedan
foton na ulazu, a dvaidenti¢na fotona na izlazu) [33, 34].

Porast talasne duzine A
\Ne LN N
NS NA
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10-1" 10-® 10-° 10-8 107 10-6 10-5 104 103 10-2 10-' 1 10" 102 103 Duzina talasa (m)
| | ! | | | | | | | | L
1
1
1
1
1
1
1
1
1

’\
Ultra- { | Infra-
ljubicastol E\ crveno
i
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zratenje [

zracenje/
/

X zraéenje
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|
!
|
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|
|
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[ [ | [ [ | [ | | [ | [ | I | | |
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Slika 2. 1. Elektromagnetni spektar zracenja

a) b) c)
" E, 3 E, . E,
hv hv hv hv
‘ E] y E] 2 EI

Slika 2.2 Interakcija fotona i materijala: a) apsorpcija, b) spontana emisija i ¢) stimulisana emisija

[33]

Najmanju energiju elektron ima u prvoj orbiti. Pomerajuci se prema visim orbitama, raste energija
elektrona, ali se korak njenog porasta znatno skracuje. Upravo zbog te ¢injenice najveéi energetski
razmak je izmedu prve i druge orbite, dok je najmanji izmedu Seste i sedme. Pri spontanom prelasku
elektrona u atomu (ili jonu) izmedu nivoa mi n, dolazi do zracenja kvanta energije (Slika 2.3):

hv = Em— En (22)

-5-



Slika 2.3. Emitovanje fotona energije hv [33]

Elektron u omotac¢u atoma moze dabude u osnovnom ili pobudenom stanju. Svaki elektron tezi da se
nade u stanju sa minimalnom energijom, (prva orbita ima najmanju energiju) i elektron tu provodi
najvise vremena. Boravak u svakoj visoj orbiti predstavlja pobudeno stanje i elektron se unjoj kratko
zadrZava.

Emisioni spektar atoma nastaje prelascima elektrona sa viSih na nize orbite. Pri svakom prelazu
elektron emituje jedan foton ¢ija se talasna duzina moze izracunati iz Ridbergovog obrasca:

1_s2.p. % 1
1= 2R Gyt (2.2)

gde je Z redni broj elementa (broj protona u jezgru njegovog atoma), R ~ 1,1 - 107% Ridbergova

konstanta, a A talasna duzina fotona elektromagnetnog zracenja koju elektron emituje pri prelasku sa
m-te na n-tu orbitu.

Intenzitet odgovarajuce spektralne linije (energija izratena iz jedinice zapremine plazme® u jedinici
vremena) dat je kao:

Imn = MNm hvmn Amn (23)

gde su: nm - koncentracija atoma (jona) pobudenih u stanje m, Amn - verovatnoca spontanog
radijativnog prelaza izmedu nivoa m i n (Ajnstajnov koeficijent).

Verovatnoc¢a prelaza u atomu data je kao tabli¢na [ d
vrednost, izracunata ili izmerena i ne zavisi od okruzenja
u kome se nalazi atom koji zradi. Alternativno,
popunjenost gornjeg nivoa odredenog prelaza, odnosno
raspodela elektrona po nivoima, odreduje se sudarima sa
drugim cCesticama 1 uzajamnim dejstvom sa zraCenjem.

[33]

Svaki foton izracen iz atoma ima tacno odredenu talasnu
duzZinu. Medutim, kako se tokom eksperimenta uvek
posmatra veliki broj emitera, zraenje koje se dobija iz

max

= T imax

izvora je polihromatsko® sa taéno odredenom N
spektralnom  raspodelom intenziteta,  odnosno
spektralnom linijom (Slika 2.4). Slika 2.4. Profil spektralne linije

5 Plazma je jonizovan gas, koji se zbog jedinstvenih osobina smatra posebnim agregatnim stanjem materije.
6 Polihromatska svetlost predstavlja skup talasa razli¢itih talasnih duzina,a monohromatska svetlost je skup talasa iste
talasne duzine.
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Spektralni intenzitet zraenja je najveci u centru spektralne linije, a zatim brze ili sporije opada sa
udaljenjem od nje (tzv. krila linije). Svaka spektralna linija odredena je centralnom talasnom duzinom
Mo, koja odgovara maksimalanom intenzitetu linije Imax, i polusirinom linije W (Slika 2.4). Polusirina
linije predstavlja Sirinu spektralne linije na mestu gde je spektralni intenzitet | jednak polovini svoje
najvece vrednosti Imax. Vazno svojstvo spektralnih linija je i simetri¢nost profila, odnosno pojava
eventualne asimetrije krila linije. [33, 34]

2.2. Prelazi elektrona unutar atoma i jona

Pozicija elektrona u elektronskom omotacu, odredena je kvantnim brojevima:

1. ne{1,2,3,4,5,6,7}— glavni kvantni broj (odreduje redni broj orbite, odnosno energetkog
nivoa u kome se elektron nalazi).

2. 1€{1,2,(n—1)} - orbitalni kvantni broj

3. me{0,+1,+2,...+ I} — magnetni kvantni broj

4. s€ {— 23 + %}— spinski kvantni broj (spin)

Prva tri kvantna broja predstavljaju celobrojne parametre koji se javljaju pri reSavanju Sredingerove
jednacine’, koja opisuje elektron u atomu kao De Broljev stoje¢i talas®. Vrednosti ovih brojeva
pokazuju ograni¢enja kvantnih brojeva, koja su posledica uslova pod kojima se reSava Sredingerova
jednacina.

Orbitalni moment impulsa elektrona racuna se preko orbitalnog kvantnog broja I:

[=—-J[-0-1) (2.4)

Ako bi se elektron u atomu uneo u spoljasnje magnetno polje, pri ¢emu je z-0sa usmerena u smer tog
polja, tada magnetni kvantni broj odreduje z-projekciju orbitalnog momenta impulsa:

Ly=2-m (2.5)

21

Spin (spinski kvantni broj) odreduje sopstveni moment impulsa elektrona:
Lg=—"s (2.6)

Elektronski prelazi atoma su tacno odredenih energija i vezani su za prelaze elektrona sa jednih na
druge atomske orbitale u elektronskom omota¢u atoma. Prvi elektronski prelazi atomskih i
molekulskih sistema ukljucuju energije, koje odgovarajuce spektre dajuu oblasti bliske infracrvene,
vidljive i ultraljubiCaste svetlosti. Na slici 2.5. prikazan je primer prelaza unutar atoma vodonika.

7 ih% Ylx,t) = Hp(x,t) gde je y talasna funkcija (stanje sistema), H-Hamiltonijan sistema (operator energije

sistema), a # redukovana Plankova konstanta, odnosno i
8 Stojeci talasnastaje superpozicijom dva linijska (talasi koji se prostiru duZ jednogpravca)talasa istih amplituda i
frekvencija kojise prostiru u suprotnim smerovima.
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Slika 2.5 Energetki nivoi unutar atoma vodonika i serije prelaza
2.3. Molekulski spektri

Za razliku od atomskih spektara atoma, molekuli emituju trakaste spektre. Na elektronske nivoe
molekula nadograduju se oscilatorni nivoi, na koje se dalje dodaju fini rotacioni nivoi, koji se odlikuju
diskretno$¢u. Ovakav odnos izmedu energija elektronskih, oscilatornih i rotacionih stanja odrazava
se na rezultuju¢em molekulskom spektru. Sve tri vrste karakteristi¢nih prelaza postoje za gasove, dok
je u tec¢nostima u vecoj meri spreeno rotaciono kretanje molekula, ali u odredenim slucajevima
linearni molekuli mogu da predu u ugaone oscilacije, tzv. libracije. Cvrsta tela, kao i sisteme stalnih
dimenzija, karakteriSe stalni prostorni raspored Cestica u kome su rotacioni nivoi potpuno zamrznuti.
Toplotno kretanje u ovim sistemima svodi se na oscilovanje Cestica oko svojih ravnoteznih polozaja
1 moze dase predstavimodelom spregnutih oscilatora.

Ukupna energija molekula predstavlja zbir energije translacija centra mase, energije elektrona
(nekoliko reda eV), energije vibracija (reda 102 do 101 eV) i energije rotacije (10> do 102eV).

Translacija predstavlja kretanje atoma ili molekula kao celine kroz prostor, duz prave linije, sve do
sudara sa drugim molekulom. Translacija moze da se opiSe kao kretanje centra mase molekula duz
neke od koordinata (x, y ili z ose). Svaki molekul ima tri stepena slobode translacije. Medutim,
translacija nije od posebnog znacaja za pojavu molekulskih spektara, jer zavisi samo od temperature
i ne predstavlja unutrasnje kretanje pojedinacnih atoma.

Rotacija je okretanje molekula kao celine, oko osa koje prolaze kroz njegov centar mase. Rotacija
kod dvoatomskih molekula predstavlja rotaciju molekula oko ose koja je normalna na pravac veze, a
prolazi kroz centar mase. Kada su u pitanju viSeatomski molekuli, rotaciono kretanje je mnogo
slozenije. Buduc¢i da u ovom sistemu vaze zakoni kvantne mehanike, molekul moze da rotira tacno
odedenim talasnim duzinama i moze da ima samo odredene vrednosti rotacione energije. Rotacioni
spektri nastaju u prelazima izmedu rotacionih nivoa osnovnog vibracionog i osnovnog elektronskog
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stanja (Slika 2.6.). Talasna duzina fotona, koji se otpusta ili apsorbuje prilikom ovih prelaza nalazi se
u dalekoj infracrvenoj ili mikrotalasnoj oblasti.

Vibracija je kretanje pri kome se ravnotezni polozaj jezgara u molekulu periodicno menja. U slucaju
dvoatomskog molekula, vibracija predstavlja periodi¢no udaljavanje i priblizavanje jezgara u odnosu
na ravnotezni poloZaj duz linja veze. Kada je veza izmedu molekula jaca, a mase atoma vece,
amplituda vibracije je manja i obrnuto. Vibraciona energija, takode, za odredenu frekvenciju moze
da ima ta¢no odredene vrednosti. Vibracioni spektri nastaju pri prelazima izmedu vibracionih
energijskih nivoa osnovnog elektronskog stanja molekula (Slika 2.6.), i pripadaju IC oblasti.

Cesto svaki vibracioni prelaz prati niz rotacionih prelaza, pa je ukupni spektar vibraciono-rotacioni
spektar. On zapravo sadrzi dve grupe linija koje zajedno daju vibraciono-rotacionu traku.

Kada su u pitanju slobodni molekuli ne postoje ni ¢isto elektronski prelazi (i spektri), jer je svaki
elektronski prelaz prac¢en vibracionim i rotacionim prelazima (promenom vibracione i rotacione
energije). Tada je re¢ o elektronsko-vibraciono-rotacionom spektru u vidljivoj i ultraljubiCastoj
obasti, a retko u infracrvenoj. Spektri su, takode, trakasti i sadrze veliki broj linija skupljenih u niz
traka (Slika 2.6.).

OgraniCenja prelazaka elektrona odredena su selekcionim pravilima u kojima su jasno definisani
dozvoljeni i zabranjeni prelazi. Kada su sve linije molekula jednostruke, to predstavlja singletno
stanje, nasuprot tome, tripletnim stanjem se oznacava multipletnost [33].
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Slika 2.6. Sematski prikaz elektronsko-vibraciono-rotacionih prelaza molekula [33]



2.4. Opticka fluorescentna i fosforescentna spektroskopija

Pri delovanju ultraljubicaste ili vidljive svetlosti na neke molekule, rede i atome, dolazi do pojave
fotoluminescencije, odnosno sekundarne emisije svetlosti talasne duzine koja je ve¢a od pobudne
(Slika 2.7.). U slucaju da emisija svetlosti traje koliko i pobuda, re¢ je o fluorescenciji, a ukoliko traje
i nakon gaSenja pobudne svetlosti, govorimo o fosforescenciji [33].

Fluorescentna spektroskopija predstavlja jedinstvo apsorpcione i emisione spektrometrije. Fizicki
proces sastoji se od apsorpcije fotona energije Avi i emisije fotona manje energije Avz2. 1zgled
fluorescentnog spektra zavisi od agregatnog stanja supstance i njene prirode, a moze da bude vezan
za atome, molekule ili kristale [34].

Kada su u pitanju atomi, pobudeni nivo ima moguc¢nost deekscitacije preko razliitih kaskadnih
prelaza, a intenziteti pojedinih linija zavise od koeficijenata grananja. Za posmatranje emisionog
procesa najpogodnije su linije veceg intenziteta. U atomima moze da dode do rezonantne
fluorescencije, u tom slucaju je emitovani foton iste energije kao i pobudni, ali ima drugaciji pravac.
Pri pobudi nekog nivoa deo energije moze da se izgubi sudarom ili nekim drugim procesom, kada
elektron prelazi na nize pobudeno stanje sa koga se vrsi emisija. Kada atom apsorbuje pobudni foton,
deo energije moze da dobije ili izgubi preko toplotne energije, pri tom je moguce da se emituje foton
manje (stoksovska komponenta) ili vece energije (antistoksovska komponenta).

Interna
konverzija

S

2

—_—

Vibraciona
relaksacija W
S, 7

1

Apsorpcija Fluorescencija Fosforescencija

Slika 2.7. Moguc¢i prelazi u molekulima (apsorpcija, fluorescencija, fosforescencija, vibraciona
relaksacija, interna konverzija).

Sema elektronskih energetskih nivoa kod molekula je slozenija, pa se kaskadni prelazi javljaju rede.
Medutim, postojanje vibracionih i rotacionih nivoa omoguc¢ava pojavu velikog broja prelaza i zbog
toga su fosforescentni spektri trakasti. Kod molekula je karakteristicno postojanje delimi¢nog
preklapanja vibracionih nivoa razli¢itih elektronskih pobudenih stanja.

Kada je re¢ o slobodnm molekulima u gasnom stanju jasno je vidljiva trakasta struktura kako
apsorpcionih, tako i emisionih spektara. Alternativno, postoji interakcija izmedu pojedinih molekula
U rastvorima ili u ¢vrstoj fazi, upravo zahvaljuju¢i malim rastojanjima, kod kojih su mogu¢i i dodatni
mehanizmi deekscitacije: fosforescencija, fluorescencija, interna konverzija, vibraciona relaksacija i
interkombinacioni prelazi [33, 34].
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2.5. Fluorescencija

Fluorescencija se kod slobodnih ¢estica deSavaemisijom fotonaprilikom dozvoljenog prelaza izmedu
dva energetska stanja. Kod te¢nih i ¢vrstih stanja prelaz se visi sa osnovnog vibracionog nivoa prvog
pobudenog singletnog stanja u osnovno stanje (singletan nivo). Energija emitovanog kvanta se
razlikuje od energije pobudnog zracenja i Cesto je manja, pa je fluorescencija pomerena ka vecim
talasnim duzinama (Slika 2.7.). Medutim, ponekad se moZe emitovati foton ¢ija je energija veca od
energije upadnog fotona, tada se dodatna energija dobija na racun toplote (antistoksovska
fluorescencija).

Pobudeni atomi pri apsorpciji radijacije iz spoljaSnjeg izvora emituju zracenje. Fluorescencija se
najcesce posmatra pod uglom od 90° u odnosu na snop svetlosti koji se apsorbuje.

Fluorescencija daje signal koji je proporcionalan koncentraciji molekula, te je osetljivost
proporcionalna intenzitetu upadne svetlosti. Sirina spektralne linije uizvoru ne igra bitnu ulogu, posto

se posmatra radijacija Ciji intenzitet zavisi jedino od intenziteta u oblasti u kojoj atom apsorbuje.
Apsorpcijom svetlosti jedino se pobuduju opticki dozvoljeni prelazi, za koje vaze selekciona pravila.

Idealan izvor za fluorescentnu analizu je izvor koji bi davao veliku spektralnu radijanciju u opsegu
apsorpcije od 0.001 nm. Veoma cesto se koriste izvori kao $to su lampe sa metalnim parama,
specijalne lampe sa Supljom katodom, lu¢na praznjenja, varnica, bezelektrodna praznjenja, kao i
izvori kontinualnog zracenja. Najcesce se kao pobuda za fluorescenciju koristi Zivina lampa, ito Cetiri
linije iz UV oblasti na 366 nm (365.02 nm, 365.48 nm, 366.29 nm i 366.33 nm), koje se izdvajaju
odgovarajuc¢im filterima. ldealan izvor za pobudu fluorescencije je laser sa organskim bojama [33,

34].

Kvantna efikasnost (YF) fluorescencije definiSe se kao odnos broja izracenih i broja apsorbovanih
fotona. Ona zavisi od prirode rastvaraca, temperature, koncentracije, ali i talasne duZine svetlosti
kojom se vrsi pobudivanje. Sa povecanjem temperature snizava se intenzitet fluorescencije, jer se
povecava verovartno¢a neradijativnih kanala deekscitacije. Neke supstance ne fluoresciraju u
rastvoru, ali po€inju sa fluoresciranjem pri o¢vrS¢avanju. Fluorescentna jedinjenja moraju daimaju
kvantnu efikasnost ve¢u od 0.01.

Promena intenziteta fluorescentne svetlosti sa koncentracijom ispitivane supstance je potpuno
drugacija u oblasti razblazenih rastvora u odnosu na rastvore sa velikom koncentracijom supstance.

U oblasti malih koncentracija intenzitet fluorescencije raste sa povecanjem koncentracije do
saturacione tacke. Ukupan intenzitet izotropne fluorescencije moze se dobiti iz Lamber — Berovog
zakona, uz poznavanje kvantne efikasnosti:

Iy =Yyl — lye ™) (2.7)

gde su: Yr— kvantna efikasnost, 1o — intenzitet upadne svetlosti, pu — koeficijent apsorpcije po jedinici
koncentracije, C — koncentracija ispitivane supstance, X — duzina asorpcione celije.

Kada je ukupan intenzitet apsorbovane svetlosti manji od 5%, jednacina se moze napisati U
upros¢enom obliku:

Ip = 2303 YpluCx (2.8)
Ova jednacina predstavlja osnovu za primenu fluorescentne opticke spektroskopije za odredivanje

koncentracije pojedinih elemenata.
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U oblasti velikih koncentracija, sa povecanjem koncentracije supstance opada intenzitet
fluorescencije. Tada dolazi do gasenja fluorescencije usled povecanja broja sudarnih deekscitacija. U
ovoj oblasti je zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije data jednacinom:

I, = Y.l,e P (2.9)
gde je B — konstanta gasenja fluorescencije sa koncentracijom.

Za potrebe kvantitativne® analize koriste se spektrofotometri za koje je potrebno odrediti kalibraciju
po talasnim duzinama i kalibracionu zavisnost. Kalibracija se svodi na nalazenje koeficijenta pravca
prave jednacine 2.6. To se obi¢no izvodi konstrukcijom kalibracione krive pomocu uzoraka poznate
koncentracije. Greske mogu da nastanu usled fluorescencije rastvaraca [33, 34].

2.6. Fosforescencija

Fosforescencija predstavlja direktnu radijacionu deekscitaciju tripletnog nivoa na singletni osnovni
nivo (Slika 2.7.). Ovaj proces je spinski zabranjen, a to zna¢i da mu je verovatnoc¢a mala i re¢ je o
metastabilnim nivoima. Ta osobina odgovara veoma dugom vremenu Zivota ovog stanja, reda 1073 s
do 10'ts. Ako se temperatura rastvora ili ¢vrstog tela snizi do temperature te¢nog azota, molekuli su
prilicno izolovani, tada im je vibraciono kretanje onemogucéeno, pa verovatnoca za radijacionu
deekscitaciju postaje veca od verovatnoce za neradijacionu [33, 34].

2.7. Interna konverzija

Zbog preklapanja, odnosno male energetske razlike izmedu vibracionih nivoa raznih elektronskih
pobudenih stanja, moguce je da procesom interne konverzije dode do prelaska iz jednog u drugo
elektronsko stanje (Slika 2.7.). Verovatnoca interne konverzije zavisi od energetske razlike dvanivoa,
a sa smanjivanjem energetske razlike verovatnoca tog procesa raste. Upravo se zbog ove osobine,
putem interne konverzije i vibracione relaksacije, relaksiraju visa pobudena singletna stanja medu
kojima je energetska razlika mala. Energetska razlika izmedu prvog pobudenog i osnovnog
elektronskog stanja obi¢no je znatno veca, pa se prvo pobudeno stanje naj¢esce relaksira emisijom,
tj. fluorescencijom.

2.8. Vibraciona relaksacija

Molekul koji se nalazi u nekom vibracionom stanju pobudenog elektronskog nivoa moze da prede u
osnovno vibraciono stanje istog pobudenog elektronskog nivoa emisijom infracrvene svetlosti ili
predajom viska energije pri sudaru (Slika 2.7.). Kod slobodnih molekula verovatnija je emisiona
relaksacija. Srednje vreme Zivota pobudenih stanjaje reda 109 s. Kada je re¢ o molekulima u tenosti
ili ¢vrstom stanju, medusobni sudari su veoma retki, tako dase sudarna relaksacija izvr$i za vreme

9 Kvantitativna analiza podrazumeva odredivanje sadrzaja poznate supstance (elementa, jedinjenja ili jona), koji ulaziu
sastav ispitivanog materijala.
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od 10-** do 1013 s. Imajuéi u vidu brzinu ovog procesa, treba primetiti da on predstavlja dominantan
nacin vibracione relaksacije u rastvoru. Sa osnovnog vibracionog nivoa pobudenog elektronskog
nivoa molekul moze darelaksira emisijom fotona—fluorescencija.

2.9. Interkombinacioni prelazi

Interkombinacioni prelazi predstavljaju spinski zabranjene prelaze izmedu singletnog 1 tripletnog
nivoa (Slika 2.7.). Desavaju se izmedu energetski bliskih vibracionih nivoa dva elektronska singlet-
-triplet nivoa, a pri ovim prelazima dolazi do promene spina. Kao posledica pojave elektrona u
tripletnim stanjima dolazi do pojave fosforescencije [33, 34].

2.10. Interakcija objekta i elektromagnetnog zracenja

Kada elektromagnetni talas dode u dodir sa nekim objektom, moze da dode do transmisije, refleksije
ili apsorpcije zraenja.

Transmisija predstavlja prolazak elektromagnetnog zracenja kroz neku optic¢ku sredinu. Refleksija je
interakcija elektromagnetnog zracenja izmedu dve opticke sredine kada se deo upadnog talasa vrati
u prvobitnu sredinu iz koje je doSao.

Na slici 2.8 sematski je prikazano ponasanje svetlosti izmedu dve opticke sredine. Na primeru a) je
prikazan idealan prelaz svetlosti izmedu dve prozirne opticke sredine, zanemarujuci refleksiju
svetlosti na graniénim povrSinama 1 apsorpciju svetlosti unutar tih sredina. Svaka realna prozirna
opticka sredina (npr. staklo), na koju padaju svetlosni zraci pod nekim uglom u odnosu na vertikalu,
reflektuje deo upadne svetlosti (reda nekoliko procenata). Relacija koja opisuje refleksiju na ravnim
grani¢nim povrSinama u zavisnosti od ugla pod kojim pada svetlost je veoma sloZzena. Nepostojanje
idealne provedne sredine implicira dauvek postoji apsorpcija svetlosti pri prolazu svetlosti kroz neku
sredinu.

Na slici 2.8 c), prikazana je ogledalska refleksija sa glatkih povrSina (ne i idealno glatkih) metala
(nikal, hrom, aluminijum, srebro itd.), pri ¢emu ne dolazi do idealne refleksije. U najboljem slucaju
moze da se postigne refleksivnost do 95-98% i ona predstavlja funkciju talasne duzine upadne
svetlosti.

Kada se u prozirnoj sredini nalaze primese mikroskopskih veli¢ina koje odbijaju svetlost koja padne
na njih, dolazi do difuzne refleksije. Ove opticke sredine nazivamo difuzorima i najpoznati primer
ovih sredina su mle¢na stakla (Slika 2.8. c)).

Pri pojavi refleksije sa mikroskopski neravnih povrsina, dolazi do refleksije svetlosti u svim pravcima
(Slika 2.8 d)). Najces¢i naziv za ovakve povrSine su mat povrsine.

Na slici 2.8 ¢) prikazan je svetlosni snop koji pada na opticku grani¢nu povrsinu, pri ¢emu se deo
snopa reflektuje, deo apsorbuje (od strane posmatrane prozirne sredine) i deo prolazi kroz opti¢ku

sredinu. Ovaj primer ne vazi kada nema transmitovane svetlosti (kroz neprozirne sredine odredene
debljine).

Apsorpcija zraenja moze da se opiSe i kao pojava u kojoj energija zracenja pri interakciji sa
materijom prelazi u neki drugi vid energije — najces¢e toplotu. Apsorbovano zracenje dovodi do
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energetskih promena u atomima, molekulima i jonima interaguju¢e supstance. Zakon kojim se opisuje

apsorpcija zracenja poznat je kao Lamber — Berov zakon [35].

“H‘

Slika 2.8. Transmisija i refleksija zracenja (Sematski prikaz)

a) b) c) d)

Buduc¢i da sve tri pojave (transmisija, refleksija i apsorpcija) zavise od talasne duzine zra¢enja, pri
kvantifikaciji ovih pojava mora da se naglasi da li je re¢ 0 monohromatskom ili polihromatskom
zracenju.

Ako monohromatski zrak intenziteta lo prolazi kroz sloj supstance debljine db, smanjenje intenziteta
zraCenja zavisi¢e od pocetnog inteziteta zratenja i debljine sloja, odnosno duzine optickog puta (Slika
2.9¢e)).

-dI =kidb (2.10)

gde je k - koeficijent apsorpcije koji zavisi od temperature i talasne duzine za datu opticku sredinu.
Ako se jednacina 2.10 integrali u odgovaraju¢im granicama, imaju¢i u vidu da je pri debljini sloja

b = 0, intenzitet propustenog zracenja jednak je intenzitetu upadnog zracenja | = lo, sledi:
Ipdl _ b
flo T = fo kdb (2.11)
Int = —kb (2.12)

Koeficijent apsorpcije k moze se racunati kao proizvod ekstinkcionog koeficijenta €10 i vrednosti
apsorbovane koncentracije zra¢enja u materijalu c, pa jednacina 2.12 postaje:

I = gmech (2.13)

Koli¢nik iz jednacine 2.13 predstavlja transmisiju ili propustljivost zracenja, odsnosno kolicnik
intenziteta propustenog i upadnog zraCenja. Na osnovu izraza 2.13 vidi se da ¢e propustljivost
zraCenja biti manja, ukoliko je vrednost koncentracije ve¢a. Drugim re¢ima, vrednost transmisije je
veca ako je sposobnost date supstance za apsorbcijom energije zraenja manja. Sa matematickog
aspekta gledista, transmisija eksponencijalno opada sa koncentracijom (Slika 2.10.). Transmisija T
moze daima vrednostiod O (I = 0, ukoliko nista od zracenja nije propusteno) do 1 (I = I, u slucaju

10 Molarna apsorptivnost, apsorbcionikoeficijent, zavisi od debljine apsorbujuéegsloja (b) i koncentracije (c): € = bic
. v sz
1Zzrazavaseu E.
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da je upadno zracenje u potpunosti propusteno), ako se zapisuje u procentima, transmisija uzima
vrednosti od 0 do 100%.

Jednacina (2.13) moze da se transformiSe logaritmovanjem, i tako se dobija veli¢ina koja se zove
apsorbanca.

-lnjl = InL = A = &cb odnosno -logII—T = loglll =A=¢ch (2.14)
0 0

0 0

Dakle, apsorbanca predstavlja negativan logaritam!! koli¢nika intenziteta upadnog i propustenog
zraCenja. Na osnovu jednacine 2.14 moze se zakljuciti da ¢e apsorbanca zraenja da bude veca
ukoliko je veca koncentracija ¢, odnosno ako je njihova sposobnost da apsorbuju energiju zracenja
veca. Apsorbanca linearno raste sa koncentracijom [35].

3

(%)
0,6 4

04 |

0,2 4

T T T Y T

T  —
0 1 2 3 - 5

C (mol/dm?)

Slika 2.9. Grafik zavisnosti transmisije od koncentracije supstance [35]

Lamber — Berov zakon predstavlja osnovni zakon u spektrometrijskoj kvantitativnoj analizi. Na
osnovu linearne zavisnosti apsorpcije od koncentracije crtaju se kalibracioni dijagrami za odredivanja
koncentracija razli¢itih supstanci u gotovo svim oblastima elektromagnetnog spektra (Slika 2.10.).

A

o T T T T T
1 2 4 i [ 10

C (mol/dm3)

Slika 2.10. Zavisnost apsorbancije od koncentracije prema Lamber — Berovom zakonu [35]

11 Kada se apsorbanca definise dekadnim logaritmom, ekstinkcioni koeficijent se mnozi faktorom 0,4 343
(1004343 =¢),
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Lamber — Berov zakon vazi samo pod slede¢im uslovima:

1. upadno je zracenje monohromatsko i pada normalno na povrsinu supstance koja apsorbuje;
2. apsorbujuc¢a supstanca nije homogena;
3. zanemarena jaka medumolekulske interakcije u koncentrovanim rastvorima.

U literaturi se za ekstinkcioni koeficijent € veoma ¢esto mogu naci nazivi: apsorbcioni koeficijent,
molarna apsorptivnost, linearni molarni apsorbcioni koeficijent ili apsorptivnost). Najpravilniji
termin za kori$éenje bi trebalo da bude linearni molarni apsorbcioni koeficijent, buduci daje Lamber—
— Berov zakon definisan za monohromatsko zracenje. Ekstinkcioni koeficijent zavisi od talasne
duzine zracenja i kada se definiSe za viSe talasnih duzina, zove se integralni molarni apsorbcioni
koeficijent.

Radi lak$e interpretacije optiCkih spektara bitno je poznavati medusobni odnos skala vrednosti
transmisije i apsorpcije. Kao $toje ve¢ pomenuto, skala transmisije je linearna, dok je skala apsorpcije
logaritamska (Slika 2.11). Vredsnosti transmisije i apsorpcije povezani su u slede¢em odnosu:

A=—logZL (2.15)

100

Na osnovu jednacine 2.15 lako se pokazuje da je apsorbanca jednaka nuli u sluc¢aju kada je transmisija
jednaka 100%.

| 1 Lol ] L1 o1l
1 5 10 50 100

T (%)
Slika 2.11. Odnos skala apsorbance i transmisije [35]

Vazna osobina apsorpcije je daje aditivnaveli¢ina, ato znaci dau sistemu koji sadrzi vise komponenti
(koje apsorbuju elektromagnetno zraCenje date talasne duzine, a koje medusobno ne reaguju),
apsorbanca sistema jednaka je zbiru apsorbanci pojedinac¢nih komponenti.

A =" A +A, 4+ A, (2.16)

ukupna

Fenomen refleksije zracenja je u osnovi nekih tehnika spektroskopije, kao $to je tehnika difuzione
refleksije (Diffuse reflectance, DR). Da bi se ova tehnika uspesno pirimenjivala na date uzorke,
neophodno je poznavati odnos refleksije i apsorpcije. U najSirem smislu, refleksija predstavlja odnos
intenziteta reflektovanog upadnog zracenja U odnosu na uzorak.

R=% %R==2.100 (2.17)

0 0

Gde Ir predstavlja intenzitet zracenja reflektovanog od strane uzorka, a lo intenzitet upadnog zracenja.
Pojmu refleksije treba pristupiti sa velikom paZznjom, jer pojavu veoma Cesto prati i pojava apsorpcije
zraCenja. Prema Frenelovoj jednacini refleksija zraka, koji pod pravim uglom dospeva na ravnu
povrsinu data je jednac¢inom 2.18.
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_(n*-1)+K?
galtcanryl (2.18)
Gde n predstavlja indeks prelamanja supstance, a K predstavlja konstantu koja povezuje ekstinkcioni

koeficijent ¢ i talasnu duzinu A (jednacina 2.19)

K== (2.19)
U slucajevima kada zraCenje dospeva na povrSinu pri uglu koji je razli¢it od normalnog, izraz za
refleksiju predstavlja kompleksnu trigonometrijsku funkciju koja uzima u obzir i rasipanje zracenja.
S obzirom da refleksija predstavlja kompleksan pojam na ¢iju vrednost uti¢u indeks prelamanja,
ekstinkcioni koeficijent, talasna duzina i rasipanje zracenja, kod primene refleksionih tehnika veoma
je vazno poznavanje ovih parametara. Da bi primena refleksionih tehnika bila omogucena u
kvantitativnoj analizi, potrebno je naci lineranu zavisnost izmedu refleksije i koncentracije, analogno
odnosu apsorbcije i koncentracije u Lamber — Berovom zakonu. U novijim komercijalnim softverima
koji se koriste za obradu spektara ¢esto se koristi slede¢a jednacina:

A~ logt (2.20)
gR

Na osnovu gornje formule moglo bi se zakljuciti da je zavisnost refleksije i koncentracije linerana,
medutim to ipak nije slu¢aj zbog uticaja rasipanja zracenja na razli¢itim talasnim duzinama. U svrhe
kvantitativne analize zgodnije je da se koriste Kubelka — Munk jedinice. Kori§¢enjem Kubelk — Munk
jedinica eliminiSu se negativni efekti uticaji rasipanja na linearnost izmedu refleksije i koncentracije
I time se povecava ta¢nost kvantitativnih analiza. Kubelk — Munk vrednost za odredenu frekvenciju
se definiSe jednacinom:

_py2
KM=(1 R)

=2,303¢° (2.21)

Pri ¢emu s predstavlja koeficijent rasipanja zracenja. Ukoliko je njegova vrednost konstantna za
odredeni interval talasnih duzina, primena Kubelka — Munk jedinica je utoliko efikasnija, a
kvantitativna odredivanja su preciznija [35].
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11l PROCES FOTOSINTEZE

Fotosinteza je osnovni bioloski proces biljaka i fotosintetskih bakterija u toku kojeg se svetlosna
energija kvantno-mehanic¢kim procesim pretvara u hemijsku. Biljke apsorbuju ugljen-dioksid, vodu,
mineralne materije iz zemljista i SunCevu energiju, a zatim ih sintetiSu u Secere, tj. hranu, pa su tako
I primarni poducenti lanca ishrane (Slika 3.1.). Smatra se da sva organska jedinjenja i celokupan
kiseonik, koji danas postoje, poti¢u upravo iz procesa fotosinteze. Poznato je da biljke poseduju
razli¢ite nacine usvajanja, fiksacije i1 redukcije atmosferskog ugljen-dioksida i sinteze Secera u
procesu koji se naziva Kalvinov ciklus (za ova istrazivanja Kalvin je dobio Nobelovu nagradu 1961.
god. za hemiju) [7, 36].

; @ @ celija mezofila

(zalihe)

SVETLA FAZA FOTOSINTEZE

| - Prenose se molekulima u tilakoidnim
membranama
P - Konvertuju svetlosnu energiju u energiju
y @ AlP-aiNADPII-a
S s -Vezujuci vodu oslobadaju kisconik
u atmosferu

CALVIN-OV CIKLUS

- Odvija se u stromama
- Koriste¢i hemijsku energiju ATP-a i
NADPII-a konvertuje ugljen-dioksid
u Secer G3P
- Vra¢a ADP, neorganski fosfat i
NADP (u oksidovanom obliku)

| u reakeije sa svetloséu

Slika 3.1. Proces fotosinteze [36]

Pre viSe od 200 godina (1817. godine) prvi put je izolovan zeleni pigment iz lista biljke i nazvan je
hlorofil, a 1845. godine je formulisan zakon o konverziji energije [37] u kome se objasnjava dabiljke
apsorbuju jednu vrstu energije (svetlosnu), a zatim je pretvaraju u drugu vrstu (hemijsku) koja je
vezana u produktima fotosinteze. Ovako je izgledala opsta jednacina fotosinteze nastala krajem X1X
veka (Slika 3.2). Dakle, uz molekul ugljen-dioksida i vode, u prisustvu svetlosti, ¢elije lista vrse
proizvodnju organskih jedinjenja — Secera (glukoze) uz oslobadanje kiseonika.
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Reaktanti

6 CO, 3 6 H,0 §vel]0%l
Ugljen-dioksid Voda

Produkti

CeHi206  + 60,
Glukoza Kiseonik

P ol

Slika 3.2. Sematski prikaz prve jednagine fotosinteze [36]

3.1. Hloroplasti

U hloroplastima se razlaze molekul vode na vodonik i
kiseonik, otkrice C.B. van Niel (od 1930. godine). Ranije
se smatralo da se kiseonik dobija upravo iz molekula
ugljend-dioksida. Svi zeleni delovi biljke sadrze
hloroplaste, ali listovi su osnovna mesta gde se odvija
proces fotosinteze kod vecine biljaka. Na popre¢nom
preseku lista povrsine oko 1 mm? ima ih oko pola miliona.
Hloroplasti su smesteni u ¢elije mezofila, u tkivima unutar
lista. Ugljen-dioksid ulazi, a kiseonik izlazi iz lista kroz
pore koje se zovu stome. Voda koja se apsorbuje preko
korena dolazi preko provodnih snopica i lisne nervature
do lista. Na taj nacin se, takode, vrsi transport Secera iz
lista do korena. U prosecnoj ¢eliji mezofila nalazi se oko
30-40 hloroplasta, dimezija od 2-4 pum do 4-7 pm.
Hloroplast ima dvojnu membranu koja okruzuje stromu
(te¢nost kojom je ispunjen). Hloroplasti sadrze unutrasnji
membranski sistem koji se sastoji od veoma spljostenih
membranskih vezikula koje se zovu tilakoidi (Slika 3.3.).
Unutra$njost tilakoida zove se lumen. Na pojedinim
mestima, grupisan je veci broj tilakoida koji grade stub,
naslagani jedni na drugi, nalik na kulu od nov¢ica.
Hlorofil, zeleni pigmet koji daje biljkama zelenu boju,
nalazi se u tilakoidnim membranama hloroplasta.
Svetolosna energija koji apsorbuje hlorofil pokrece
sintezu organskih molekula u hloroplastu [36].
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Popre¢ni presek lista

mezofil {

hloroplast vena

Hloroplast

spoljasnja membran:

tilakoid
tilakoidni
prostor

medumembranski prostol

unutrainja membrana

granum

stroma

Slika 3.3. Hloroplast lista [36]



3.2. Svetla i tamna faza fotosinteze

Najveéi pomak u istrazivanju procesa fotosinteze zapazen je tek posle 50-ih godina XX veka. Mnoga
otkrica o biohemijskim procesima u zivim ¢elijama, doprinela su da se i ¢inioci u fotosintezi
identifikuju kao opsti metabolicki posrednici. Kako je otkrivena uloga dehidrogenaza vezanih za
prosteticne grupe NAD i NADP u oksido-reduktivnim procesima, moglo se povezati daje i jedinjenje
koje se redukuje u fotosintezi upravo NADP, koji sa protonima i elektronima iz vode daje NADPH.
Kada je identifikovan adenozin trifosfat (ATP) kao opsti prenosilac energije, otkriveno je daje i ovo
jedinjenje produkt konverzije svetlosne energije u hemijsku [38].

Izgradnja ATP u fotosintezi nazvana je fotosinteticka fosforilacija. Tako je potvrdeno da fotosintezu
¢ine dvaprocesa: svetla i tamna faza.

Dakle, svetla faza obuhvata: oksidaciju vode, redukciju NADP (nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat) u NADPH, fosforilacija ADP (adenozin difosfat) u ATP (adenozin trifosfat) uz oslobadanje
02.

Tamna faza obuhvata: redukciju COz, -NO2 i -SO3%" i sintezu ugljenih hidrata i drugih organskih
jedinjenja (Kalvinov ciklus).

Kada se molekul vode razlozi na dve komponente, dajuci Oz kao produkt, hlorofil apsorbuje svetlost
i transportuje elektrone i jone vodonika iz vode doakceptora NADP*. Posredstvomsvetlosne energije
dolazi do redukcije NADP+ u NADPH. Ove reakcije takode generiSu ATP fotosintetickom
fosforilacijom. Dakle, svetlosna energija je inicijalno konvertovana u hemijsku energiju dveju
komponenata: NADPH i ATP [36].

I\ \(\ Svetlost
,’\ ~ ‘\\,
7 ﬁl } NADP*

ADP\
’\ ,\ :
SVEILA FAZA | ®i
| FOTOSINTEZE

Slika 3.4. Veza izmedu fotohemijske faze i Kalvinovog ciklusa [36]

U toku Kalvinovog ciklusa proces pocinje fiksacijom molekula ugljen-dioksida iz atmosfere.
Dodavanjem elektrona dolazi do redukcije CO2 u karbonhidrat za sta je neophodna hemijska energija
iz ATP-a. Proces redukcije se odvija pomo¢u NADPH, koji je dobio elektron iz reakcija svetle faze
fotosinteze. U Kalvinovom ciklusu nastaje Secer, koji nastaje samo uz produkte prethodne faze (Slika
3.4)
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U tilakoidima hloroplasta dolazi do pretvaranja sunéeve enrgije u energiju ATP-a i NADPH koji se
na dalje koriste za sintezu glukoze 1 drugih molekula koji se skladiSte kao izvori energije.

3.3. Fotosinteticki pigmeti

Kadasvetlost interaguje sa materijom, moze dabude reflektovana (odbijena), propustena (prolazi bez
interakcije) ili apsorbovana (zadrzana) (pogledati prethodno poglavlje I1). Svetlost razli¢ite talasne
duzine apsorbuju odgovarajuéi pigmenti.

U fotosintezi je utvrdeno ucesce tri grupe

pigmenata: hlorofila, karotenoida i Svetlost

fikobilina. S  obzirom da svi Reflektovana
fotosinteticki organizmi imaju vise od svetlost

jedne vrste pigmenta, jasno je da je Hioroplast

ukupna apsorpcija Siroka i predstavlja \

zbir apsorpcija pojedinih pigmenata.

Grafik zavisnosti apsorbovane svetlosti u
zavisnosti od talasne duzine zove se
apsorpcioni spektar. U zavisnosti od
apsorpcije  svetlosti razli¢ite talasne
duzine, postoje tri tipa fotosintetickih
pigmenata kod visih biljaka: hlorofil-a, S
hlorofil-b i karotenoidi (Slika 3.6.) [39—

41].

Transmitovana
svetlost

Slika 3.5. Svetlosna energija u interakciji sa
pigmentima lista [36]

Kadabismo pigmente iz lista osvetlili belom svetlo$¢u (Slika 3.5.), ono §to vidimo u vidu refleksije
je zelena boja, upravo jer hlorofili apsorbuju plavu i crvenu boju iz vidljivog dela spektra. Svi hlorofili
imaju dve zone apsorpcije, jednu u plavom, drugu u crvenom delu spektra. Hlorofil-a u rastvoru
apsorbuje najviSe svetlosti od 430 nm i 663 nm, a hlorofil-b na 450 nm i 643 nm. Za neke biljke ovaj
opseg svetlosti je na oba kraja prosiren. Tako, Kratkotalasno ultraljubi¢asto zracenje (320-390) nm
ima aktivnost u nekim pokretima biljaka, a blisku infracrvenu svetlost (do 1000 nm) izvesne bakterije
mogu da koriste u fotosintezi [36].

Molekul hlorofila je zeleni pigment za koji je karakteristicno da ima atom magnezijuma u centru
prstena (jer su hlorofili derivati cikliénih tetrapirola koji grade porfirinski prsten) [36, 42]. Postoji
vise vrsta hlorofila, koji su oznaceni slovima a, b, ¢ i d. Njihovo rasprostranjenje kod biljaka je
razli¢ito. Svi fotosinteticki organizmi sadrze hlorofil a. vise njih hlorofil a i b, a recimo mrke alge, a
i ¢, itd. Strukturi molekula hlorofila a, b i d ne postoje velike razlike (Slika 3.7.). Hlorofil-a ima na
C-7 atomu metil-grupu, dok hlorofil-b ima aldehidnu grupu na tom mestu, a hlorofil-d ima aldehidnu
grupu na mestu C-3. Struktura hlorofila-c je znatno drugacija. Pre svega, postoje dvanjegova oblika
c1i c2 koji na C-8 atomu imaju razli¢ite grupe [7].
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Slika 3.6. a) Asorpcioni spektar hlorofila-a, hlorofila-b i karotenoida b) akcioni spektar [36]
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Slika 3.7. Molekul hlorofila-a i hlorofila-b [36]

Porfirinski praten sa
atomom magnezijuma

a

je

-22 -

Posmatraju¢i  apsorpcione  spektre ovih
pigmenata, mozemo da vidimo da je za proces
fotosinteze najznacajnija apsorpcija plave i
crvene boje iz vidljivog spektra.

Uloga karotenoida je vrlo vazna, a to je zastita
od visokog intenziteta svetlosti koja bi ostetila
hlorifil-a i b, kao i zastita od reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (ROS molekula) molekula
koji su opasni po cCelije lista [43].

Osim osnovnih pigmenata, ne treba zaboraviti
najvazniji  fotoreceptor  fitohrom,  Koji
ucestvuje u kontroli razvica i rastenja biljaka.
U procesu fotomorfogeneze, svetlost je
nosilac informacija o promenama u spoljasnjoj
sredini na osnovu kojih biljke uskladuju
rastenje 1 razviée sa uslovima sredine.
Pigmenti koji apsorbuju aktivnu svetlost u
fotomorfogenezi, imaju drugaciji zadatak od
fotosintetickih pigmenata koji ulestvuju
direktno u procesu fotosinteze.



Informaciju o svetlosi odnosno mraku, intenzitetu svetlosti i njenom kvalitetu, pravcu zracenja, kao i
duzini/periodicnosti osvetljavanja, biljka dobija u procesu fotomorfogeneze. U fotomorfogenezi,
pigmeti koji apsorbuju svetlost su fitohromi i kriptohromi. Za fitohrome je karakteristi¢an apsorpcioni
maksimum na 660 nm i 730 nm talasne duzine, dok je za kriptohrome apsorpcioni maksimum u
plavom odnosno ultraljubicastom delu spektra [7].

Fitohrom su otkrili Borthwich i Hendricks (1950. godine), tako $to su osvetljavali semena salate (koja
su postavljena u potpunom mraku) periodi¢no crvenim svetlom (1 minut) i tamnocrvenim svetlom (3
minuta). Ispostavilo se da impulsno crveno svetlo stimuliSe proces klijanja, dok je tamnocrveno
ponistavalo efekat crvenog svetla.

Fitohrom predstavlja hromoprotein koji se sastoji iz subjedinica, a svaka sadrzi dve komponente:
hromofor (neproteinski deo) i apoprotein (proteinski deo). Hromofor je deo molekula koji nije
proteinske prirode, a koji apsorbuje svetlost. Fitohrom se sintetiSe u obliku koji apsorbuje svetlost od
660 nm i u tom obliku se nalazi u biljakama koje rastu bez osvetljenja. Oznacava se sa fitohrom 660,
Psso ili Pr (phytochrome red). Kada se osvetli crvenom svetlos¢u, Pr se konvertuje u drugi oblik ¢iji
je maksimum asporpcije na 730 nm, to je Pz3oili Pfr. Pri apsorpciji svetlosti, menja se i njegova
struktura, a na hromoforu dolazi do cis-trans izomerizacije izmedu odgovarajucih prstena. Dakle,
apsorpcija svetlosti dovodido prelaska fitohroma iz neaktivnog Peeo U aktivan P73o oblik [7, 36].

Plava svetlost izaziva otvaranje stoma, a to dalje stimuliSe aktivnost protonske ATP-aze na Celijskoj
membrani i samim tim povecava polarizaciju membrane i otvaranje ulaznih jonskih kanala. Efekti
plave svetlosti su fototropska reakcija, koja inhibira izduzivanja stabla, stimulise razvic¢e kotiledona,
stimuliSe otvaranje apikalnog pupoljka i otvaranje stoma, stimuliSe sintezu flavonoida, modifikuje
mnoge metabolicke procese i stimuliSe pomeranje pokreta hloroplasta u ¢eliji [36].

3.4. Uticaj jacine svetlosti i koncetracije ugljen-dioksida na proces fotosinteze

Na osnovu detekcije koncentracije oslobadanja O2, detektovan je i akcioni spektar koji je u slaganju
u odnosu na apsorpcioni spektar hlorofila. Kao $to se vidi na slici 3.6, apsorpcioni spektri hlorofila-a
i hlorofila-b se razlikuju po talasnim duzinama, $to se moze detektovati odgovaraju¢im bojama
refleksije (zelena i maslinasto zelena boja, respektivno). S druge strane, karotenoidi apsorbuju oblast
ljubiCaste i plavo — zelene, reflektujuci Zutu i narandZastu.

Dalja istrazivanja fotosinteze bila su usmerena ka proucavanju faktora koji uc¢estvuju u ovom procesu,
tj. koncentracije COz2 i inteziteta svetlosti [7].

Kadaje svetlost varijabilan faktor, intezitet fotosinteze raste linearno do tacke koja je odredena datom
koncentracijom CO2. Proces se dalje moze intenzivirati samo ako se poveca koncentracija CO2 do
izvesne vrednosti.

Moze se zamisliti i obrnuti slucaj, da je koncentracija COz2 varijabilna, a svetlost data u dvarazli¢ita
inteziteta. Dobice se slicna grupa krivih koja vaZzi za interakciju svetlosti i CO2.

Dakle, intenzitet fotosinteze moze se povecati samo kontrolom oba faktora. Kasniji eksperimenti su
ispitivali uticaj temperature na intezitet fotosinteze u uslovima kada je, ili intezitet svetlosti, ili
koncentracija CO2bila ograni¢avajuci faktor [7].

Kada je koncentracija CO2 bila dovoljno visoka da ne ograni¢ava fotosintezu, a svetlost varijabilna
(A), temperatura izmedu (1-25)°C nije imala nikakvog uticaja na brzinu procesa.

Obratno, kad je intezitet svetlosti bio dovoljno visok da ne ogranici fotosintezu (B), onda bi sa
povecanjem koncentracije CO2 fotosinteza rasla znatno brze na 25°C, nego na 1°C.
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Iz toga je izveden zaklju¢ak da fotosinteza obuhvata dve faze koje su nazvane:

1. fotohemijska faza, koja zavisi od svetlosti, a ne zavisi (kao svi fotohemijski procesi) od
temperature
2. biohemijska faza, koja zavisi od COz2, a koja zavisi (kao svi enzimski procesi) od temperature

Ovim ogledima je fotosinteza prvi put jasno razdvojena na dve faze, koje se danas jo$ nazivaju svetla
i tamna faza fotosinteze.

Svetla faza podrazumeva procese koje direktno pokrece svetlost, a tamna procese u kojima ucestvuje
CO:21 za koje je svetlost potrebna kao regulator, ali ne kao izvor energije.

Posto je identifikovan adenozin-trifosfat (ATP) kao opsti prenosilac energije, otkriveno je i daje ovo
jedinjenje produkt konverzije svetlosne energije u hemijsku [44].

3.5. Fluorescencija hlorofila

U hlorofilu, predstavniku molekula slozene strukture, svako elektronsko stanje ima nekoliko bliskih
energetskih stanja ili vibracionih nivoa. Elektroni koji prelaze iz jedne orbite u drugu mogu poéi sa
raznih vibracionih nivoa osnovne orbite i dospeti na razne vibracione nivoe ekscitovanog stanja.
Otuda jedna populacija organskih molekula ne apsorbuje samo zrake jedne talasne duzine, nego Siri
deo spektra oko jedne glavne talasne duzine. Spektri takvih organskih molekula su trakasti (nisu
diskretni).

U vec¢oj populaciji molekula najve¢i broj ipak apsorbuje jednu odredenu talasnu duZinu i ona
predstavlja maksimum u apsorpcionom spektru. Stoga se apsorpcioni spektar karakteriSe talasnom
duzinom maksimalne apsorpcije i poluintezitetskom Sirinom, tj. Sirinom spektra (u nm) na delu na
kome je intezitet apsorpcije 50% od maksimalnog.

Svaki molekul hlorofila apsorbuje tac¢no energiju fotona koja odgovara odredenoj talasnoj duzini iz
apsorpcionog spektra tog pigmenta. U molekulu hlorofila postoje dve moguée orbite ekscitovanog
stanja. Visa orbita odgovara energiji fotona plave (drugi singlet), a niza fotonu crvene svetlosti (prvi
singlet). U trenutku kada hlorofil apsorbuje plavu svetlost, ekscitirano stanje (drugi singlet) traje
svega 10712 s. Elektron gubi deo energije u vidu toplote i vra¢a se prvo u nizu moguéu orbitu
ekscitiranog stanja; ova orbita inace odgovara energiji kvanta crvene svetlosti i na nju prelaze
elektroni pri apsorpciji crvene svetlosti. Zbog toga se maksimumi apsorpcije hlorofila nalaze u
plavom i crvenom delu spektra, te apsorpcija ove svetlosti dovodi hlorofil u ekscitovano stanje [7,

36, 45].

Kada molekul apsorbuje jedan kvant svetlosti, elekton dolazi u pobudeno stanje u slede¢u orbitalu sa
vise potencijalne energije (Slika 3.7.).

Ekscitarno stanje je nestabilno 1 kratkotrajno. Vrlo brzo dolazi do deekscitacije, pri ¢emu se hlorofil
oslobada primljene energije i vra¢a u osnovno stanje. Prema tome, bilo da hlorofil apsorbuje plavu,
bilo crvenu svetlost, pobudeni elektron se nade uvek na istoj orbiti. Ovo pobudeno stanje je nesto
stabilnije i traje 107 s (prvi singlet). U ovom vremenu elektron pada na prvi najnizi vibracioni nivo
iste orbite, pri ¢emu se mali viSak energije gubi kao toplota. Zatim moze do¢i do potpune
deekscitacije, kada se elektron vrati na osnovnu orbitu.

Energija koja se tada oslobada ponovo se emituje kao kvant svetlosti i ova svelosna emisija je poznata
kao fluorescencija.
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Prema tome, ponovo emitovana svetlost ima manju energiju nego apsorbovana. Drugim refima,
talasna duzina emitovane svetlosti uvek je veéa od apsorbovane.

Hlorofil a u rastvoru apsorbuje na 430 nm i 665 nm, a fluorescira na 680 nm.

Kada apsorpcija fotona dovede elektron u pobudeno stanje, ovo stanje ne moze da traje dugo jer je
nestabilno. U momentu kadase pobudeni elektron vrati u osnovno stanje, oslobada odredenu koli¢inu
energije u vidu toplote i odavanjem svetlosti odredene talasne duzine. Ovaj proces zove se
fluorescencija hlorofila (slika 3.8.).

Pobudeni molekuli hlorofila daju razlicite produkte. U prirodnom okruzenju tilakoidne membrane,
rasporedeni su uz druge manje organske molekule i proteine u kompleks koji se zove fotosistem (Slika
3.9.).

Pobudeno
stanje

<
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=
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L:U: =14 224
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% Foton

1 ..
= L- (fluorescencija)
Foton

Osnovno
stanje

Slika 3.8. Fluorescencija hlorofila [36]

3.6. Fotosistemi

Grupa proteina i1 pigmenata c¢iji reakcioni spektar apsorbuje svetlost talasne duzine 700 nm zove se
fotosistem I (PSI). Smesten je u tilakoidima strome i u delovima membrane po obodu grana koje su
u kontaktu sa stromom. Njegova osnovna funkcija sastoji se u redukciji feredoksina i oksidaciji
plastocijanina. Ceo kompleks moze da se razdvoji na jezgro i na antena pigmente. Jezgro obuhvata
najmanje 7 polipeptida kod kojih neki nose reakcioni centar i primarne receptore elektrona. Reakcioni
centar se sastoji od dva molekula hlorofila- a koji gube boju pri apsorpciji svetlosti talasne duzine
700 nm. Polipeptidi za koje su vezani jos oko 100 molekula hlorofila- a imaju pomo¢nu funkciju kao
i 16 karotenoida koji stite hlorofil od fotooksidacije (razdvajanja naelektrisanja) [36]
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.Slika 3.9. Fotosistem [36]

PSI na stomalnoj strani ima mesto za koje vezuje feredoksin-NADP-oksidoreduktazu (FNR), a na
lumenalnoj strani je mesto za vezivanje plastocijanina.

Tako su imena fotosistema I i1 II dodeljena prema redosledu otkri¢a, u fotosistemu II se prvo odvijaju
reakcije.

Fotosistem IT (PSII) se sastoji od jegra i antena pigmenata. Jezgro sadrzi najmanje 6 polipeptida od
kojih dva nose reakcioni centar. P680 sadrzi 4 molekula hlorofila od kojih dva grade dimer koji se
fotooksiduje. Posebni polipeptidi koji su sastavljeni od 20—25 antena pigmenata su antena pigmenti
fotosistema II. Tri asocirana polipeptida u lumenu tilakoida ¢ine kompleks koji oksiduje vodu i
sintetiSe O2. Ovaj kompleks je vezan za PSI1 kome predaje elektron iz vode [7, 36].

Reakcije izmedu PSI i PSII (Slika 3.10. i Slika 3.11) [36]:

1. Foton svetlosti pogada molekul hlorofila iz PSII, pobuduju¢i elektron u njemu u vise
energetsko stanje. Taj elektron vrac¢aju¢i se u osnovno stanje, emituje foton koji pobuduje
elektron u lokalnom pigmentu koji pritom prelazi takode u pobudeno stanje. Energija se, na
taj nacin, prenosi do drugih molekula sve dok ne dode do P680 para molekula hlorofila- a u
reakcionom kompleksu PSII 1 time dovodi ovaj elektronski par u pobudeno stanje,
oslobadajuci elektron.

2. Ovaj elektron se prenosi do primarnog aksceptora elektrona.

3. Enzim razlaze molekul vode u dva elektrona, dva jona vodonika i atom kiseonika. Atom
kiseonika stupa u interakciju sa drugim atomom kiseonika nastalim iz drugog molekula vode
i tako formira molekul kiseonika.

4. Svaki pobudeni elektron prolazi od primarnog akceptora elektrona iz PSI1 u PSI transpotrnim
lancem elektrona koji je napravljen od plastokinina (Pq), kompleksa citohroma i proteina
plastocijanina (Pc). Svaka komponenta oslobada energiju koja pumpa protone vodonika u
tilakoidni prostor.

-26-



ISl

Gradijent potencijalne energije protona koristi se za nastajanje ATP-a u procesu hemiosmoze.
U meduvremenu, svetlosna energija je usmerena prema kompleksu pigmenata reakcionog
centra PSI, pobudujuéi eletron iz elektronskog para hlorofila-a P700. Elekron putuje do
primarnog akceptora elektrona kreirajuci Supljinu, P700+. Sada je P700+ akceptor elektrona
iz transportnog lanca PSII.

Pobudeni elektroni prolaze nekoliko redoks procesa od primarnog akceptora PSI formirajuci
drugi transportni lanac elektrona putem proteina feredoksina (Fd).

Enzim Fd NADP+ oksidoreduktaza redukuje transfer elektrona iz redukovanog Fd do
NADP+, za sta su potrebna 2 elektrona do redukcije NADPH. Elektroni iz NADPH su na
vec¢em energetskom nivou nego §to su bili u molekulu vode, odakle i potic¢u, pa su dostupniji
reakcijama Kalvinovog ciklusa. Ovaj proces takode uklanja jedan jon H+ iz strome.

Citohrom
kompleks

(1] . Svetlost

Pigmenti

Fotosistem T
(PST)

Fotosistem 1T
(PSTI)

Slika 3.10. Reakcije izmedu fotosistema I i fotosistema IT [36]

Slika 3.11. Iustracija reakcija izmedu PSII i PSI [36]
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3.7. Tipovi primarnog metabolizma kod biljaka

Postoje tri grupe biljaka koje se medusobno razlikuju u pogledu apsorpcije i redukcije ugljen-dioksida
i oznacavaju se kao C3, C41 CAM biljke.

C3 metabolizam se smatra osnovnim, dok je C4 i CAM metabolizam (Slika 3.12.) rezultat adaptacije
biljaka na razli¢itu dostupnost vode, temperature i svetlosti u okruzenju, odnosno na klimatsko
podrucje koje nastanjuju. C3 tip metabolizma je zastupljen u oko 90% danasnjih biljnih vrsta, npr.
pSenica, pirina¢, krompir, $ljiva, Sargarepa, kupus, hrast itd. Ova grupa biljaka pretvara atmosferski
CO:2 u jedinjenja sa 3 atoma ugljenika koje smesta u sve Celije mezofila lista. lako najzastupljeniji,
C3 tip fotosinteze je neefikasan. U uslovima vodnog deficita i visokih temperatura (35°C) kod C3
biljaka se pojacava proces fotorespiracije. Ona se ogleda u tome da klju¢ni enzim u procesu fiksacije
CO2 moze, umesto ugljen-dioksida, da veZe kiseonik. Intenziviranje procesa fotorespiracije smanjuje
produktivnost biljaka, jer se u ovom procesu oslobada velika koli¢ina fiksiranog CO-. Cesto mogu da
nastanu i Stetni molekuli poznati kao kiseoni¢ni radikali.

Kod C3 biljaka fotorespiracijom oslobada se oko 25% ukupne koli¢ine fiksiranog CO., sa
tendencijom povecanja u uslovima stresa, visokih temperatura i suse. Posledi¢no dolazi do smanjenja
produktivnosti biljaka.

C4 tip metabolizma zastupljen je kod raznih trava, ve¢inom iz su$nijih krajeva. Najpoznatiji
predstavnici su kukuruz i $ecerna trska. Ova grupa biljaka pretvara atmosferski CO: u jed injenja sa 4
atoma ugljenika. Kod njih je interesantno da se fiksacija ugljen-dioksida i redukcija obavljaju na
razli¢itim mestima. Kod C4 biljaka proces fotorespiracije sveden je na minimum i one mogu biti
visoko produktivne u uslovima visokih temperatura i intenziteta svetlosti.

N
p-

Dan
Celija omotata
(sase)

Secer Secer

S y & o

Slika 3.12. Poredenje fotosinteze kod C4 i CAM biljaka [36]
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CAM tip metabolizma zastupljen je skoro isklju¢ivo kod biljaka suSnih krajeva. Najpoznatiji
predstavnik je ananas, a i mnoge pustinjske vrste kaktusa i mlecika. Ova vrsta metabolizma najbolje
ckonomise raspolozivom vodom. Usvajanje ugljen-dioksida i njegova redukcija su, za razliku od C4
biljaka, vremenski odvojene. Obzirom da ove biljke Zive na staniStima koja su veoma suva, a dnevne
temperature visoke, one su se tokom evolucije adaptirale na takve uslove prilagodivsi svoju gradu, a
1 metabolizam. Preko dana, kada su visoke temperature, zatvaraju stome i na taj nac¢in smanjuju
transpiraciju, a nocu ih otvaraju, ¢ime se omogucava razmena gasova, tj. usvajanje ugljen-dioksida

[36].

Zanimljivo je da ananas, u zavisnosti od uslova staniSta, moZe da menja tip metabolizma. Presudan
faktor da li ¢e biljka aktivirati C3 ili C4 metabolizam, zavisi upravo od koli¢ine dostupne vode u
podlozi.
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IV IZVORI I DETEKTORI EM ZRACENJA KORISCENI U EKSPERIMENTALNOJ
POSTAVCI

Poluprovodni¢ki materijali su veoma popularna oblast istrazivanja kada se govori 0 modernim
tehnologijama. Rad optoelektronskih komponenti, kao i celokupne poluprovodnicke tehnike, zasniva
se na generaciono-rekombinacionim procesima [47]. Do oslobadanja energije u poluprovodnicima
dolazi kroz proces rekombinacije sa Supljinama, odnosno do apsorpcije energije dolazi kroz proces
generacije elektrona i Supljina. Dakle, u osnovi rada ovih materijala je upravo interakcija elektrona i
fotona, o kojoj je bilo re¢i u prvom poglavlju.

Mehanizmi apsorpcije, spontane i stimulisane emisije predstavljaju osnovu rada fotodetektora,
svetlosno emituju¢ih dioda (eng. LED — Light Emitting Diodes) i lasera (eng. LASER — Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation).

4.1. LED

LED (eng. light emitting diode) je izvor svetlosnog zracenja poluprovodnickog porekla. Najcece se
koriste kao lampice indikatori u vecini elektronskih uredaja, ali danas nalaze primenu i kao izvori
osvetljenja. lako je prva LED predstavljena kao prakti¢na
elektronska komponenta 1962. godine, Nobelova nagrade za
otkri¢e plavog LED-a dodeljena je japanskim naucnicima tek
2015. godine [47]. Prvi LED-ovi koji su se pojavili zracili su
crvenom bojom slabog intenziteta, a novije verzije su vec
dostupne u sirokom spektru talasnih duzina (od opsega vidljive
svetlosti preko ultraljubicastih, infracrvenih — pracene velikom

snagom osvetljenja). <v

LED-ovi pokazuju veliku prednost u odnosu na druge izvore i
svetlosti, a ono §to ih izdvaja je manja potrosnja energije, velika + T
enegretska efikasnost, manje dimenzije, duzi radni vek, velika Anooa ] KATODA
fizicka izdrzljivost, kao i krace vreme paljenja odnosno gasenja

[46].

Sabirno sodivo

Vlakno

/ Reflektujuéa Supljina

Poluprovodnik

PR

Metalni okvir

—Z Ravna podloga

Slika 4.1 Komponente LED-ova

4.1.1. Emisija fotonau p-n spoju LED-ova

Opticki izvor zracenja je neophodan deo svakog optickog sistema. U optickim sistemima signali se
prenose putem fotona. Postoje razli¢iti oblici optickih izvora zracenja, ali poluprovodnicki opticki
izvori su najzastupljeniji u optickim sistemima. Zahvaljuju¢i pouzdanosti u radu i malim
dimenzijama, njihova najvaznija karakteristika je opticki izlaz koji moze da bude brzo modulisan
injektovanom elektricnom strujom. Upravo ova metoda se Cesto naziva i direktna modulacija. Rad
poluprovodnickih lasera i LED-ova zasniva se na direktno polarisanom p-n spoju, a izlazna opticka
snaga je proporcionalna injektovanoj elektri¢noj struji. Na slici 4.1. su prikazane komponente LED-

a [48].

U poluprovodniku n tipa postoji visak negativnih nosilaca naelektrisanja — elektrona, dok unutar

samostalnog poluprovodinika p tipa ima visak pozitivnih nosilaca naelektrisanja — Supljina. U

trenutku spajanja poluprovodnika p i n tipa, zbog razli¢ite koncentracije elektrona i Supljina na p i n
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strani, do¢i ¢e do pojave difuzije!? nosilaca naelektrisanja. Slobodni elektroni se prenose difuzijom
iz n u p poluprovodnik. Usled odlaska elektrona formira se pozitivno naelektrisan sloj na
poluprovodniku n-tipa. Analogno, negativno naelektrisan sloj se formira na poluprovodnika p-tipa
zbog gubitaka Supljina. Zbog ove preraspodele naelektrisanja dolazi do uspostavljanja ugradenog
polja i potencijalne barijera na p-n spoju, koja povlaci slobodne elektrone (koji su prethodno
difuzijom presli u p tip) nazad u n tip, a Supljine u p tip. Ovaj proces se ¢eSc¢e zove drift nosilaca
naelektrisanja. Zbog ugradenog elektricnog polja ni slobodni elektroni, ni Supljine ne mogu da se
nalaze u oblasti oko spoja i upravo zbog te karakteristike taj region dobija naziv oblast osiromasenja
ili oblast ,,prostornog tovara” (Slika 4.2.a)). Sve dok nema spoljasnje polarizacije, nema ni prenosa
nosilaca naelektrisanja kroz p-n spoj zbog balansa difuzije i drifta nosilaca [49].

a) osiromasena

oblast

p n
® A ® ®
O— - < elektroni [——O
Anoda ® Spliine @ ©) = Katoda
A) i - X)
ugradeno polje
-
Pu.g n
b)
p § n
Viep [LEDb ®-» = ®—» -0 0
O— O 4 - O L '®)
<0 Biind
Anoda O O i <0 at?(a
A) ) : (K)
% Pusp
K
1
D, e oit?
V[_ED

Slika 4.2. a) p-n spoj u odsustvu spoljasnje polarizacije, b) direktno polarisan p-n spoj i emisiona

rekombinacija i c) elektri¢ni simbol LED-a [49].

Kadase p-n spoj direktno polarise, kao $to je prikazano na Slici 4.2.b), viSak elektrona i Supljina se
injektuje u n ili p stranu. Pojava injekcije smanjuje potencijalnu barijeru i dovodido difuzije viska
elektrona i Supljina kroz spoj. U toku procesa visak elektrona i Supljina rekombinuje se u oblasti
osiromasenja i dolazi do generisanja fotona. Ovaj proces je poznat kao emisiona ili radijativna
rekombinacija u kojoj vaze zakoni odrzanja energije i impulsa. Osim emisione rekombinacije postoji
i neemisiona rekombinacija koja ne proizvodi fotone. Razne vrste necistoca i odstupanja od idealne
strukture poluprovodnika mogu dadovedu do stvaranja energetskih nivoa unutar energetskog procepa
poluprovodnika koji predstavljaju neki vid energetske ,,zamke”. Tada najéece dolazi do apsorpcije

12 Difuzija predstavlja kretanje ¢estica od mesta ve¢e ka mestu manje koncentracije.
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energije oslobodene u procesu rekombinacije. U tom slucaju dolazi do razmene energije u vidu
vibracije kristalne resetke (ili fonona koji razmenjuju toplotnu energiju sa materijalom) [49].

Na osnovu oblika energetskog procepa, poluprovodnicki materijali se dele nadve grupe: sa direktnim
I indirektnim energetskim procepom. Kada je re¢ o direktnim poluprovodnicima, Supljine na vrhu
valentne zone imaju isti impuls kao elektroni na dnu provodne zone. U ovom slu¢aju, elektroni se
direktno rekombinuju sa Supljinama i emituju fotone, a energija fotona jednaka je energiji
energetskog procepa. Alternativno, kod indirektnih poluprovodnika Supljine u vrhu valentne zone i
elektroni na dnu provodne zone imaju razli¢it impuls. Bilo koja rekombinacija izmedu elektrona u
provodnoj zoni i Supljina u valentnoj zoni zahtevala bi promenu impulsa. Kako foton moze imati
znaCajnu energiju hv, njegov impuls hv/c bi¢e mnogo manji i ne¢e mo¢i da kompenzuje razliku
impulsa izmedu elektrona i Supljina. Upravo iz ovog razloga emisiona rekombinacija nije moguca
kod materijala sa indirektnim energetskim procepom bez prisustva trece Cestice (na primer fonona
kreiranog vibracijom kristalne resetke) koja bi obezbedila potreban impuls [49].

Rad LED-ova (eng. Light Emitting Diodes) zasniva se na spontanoj emisiji direktno polarisanog p-n
spoja. Naslici 4.2.c) prikazan je simbol LED-a.

Emitovana opticka snaga LED-a proporcionalna je injektovanoj elektri¢noj struji (Slika 4.3.) [49, 50].
Rekombinacija svakog para elektrona i Supljina proizvodi foton (u idealnom slucaju).

B LED

>
Iiep

Slika 4.3. Emitovana snaga svetlec¢e diode u zavisnosti od injektovane struji [49]

Kada je LED prikljucen u elektricno kolo (direktno polarisana), elektroni se rekombinuju sa
Supljinama i tako oslobadjaju energiju u vidu fotona. Ovaj efekat je poznat kao elektroluminiscencija.
Boja dobijene svetlosti (za odgovaraju¢u energiju fotona) odredena je energijom energetskog
procepa poluprovodnika.

Stvaranjem novih materijala, omogucena je konstrukcija LED-ova koji proizvode svetlost razli¢itih
boja. To su izvori svetla izgradjeni od p-n ¢ipa prekrivenog emisionim slojem od legura metala I11-a
I V-a grupe periodnog sistema elemenata (PSI): Al, Ga, As, P, N i In.

Zracenje koje emituje vec¢ina LED-0va ne napusta poluprovodnik jer se nalazi u frekventnom opsegu
infracrvenog zracenja. Medutim, adekvatnim izborom odgovarajuéeg materijala i geometrije svetlost
postaje vidljiva. U zavisnosti od materijala poluprovodnika mozZe dase dobije razli¢it spektar svetlosti
tj. talasna duzina fotona (od ultraljubicastog do infracrvenog). Materijal koji se koristi za ovu vrstu
LED-ova je uglavnom galijum-arsenid GaAs. Napon potencijalne barijere dioda odreduje boju
svetlosti koju ¢e da emituje LED. Napon diode zavisi od talasne duzine fotona i nalazi se u opsegu
od 1.2 V, za crvenu boju, do 2.4 V, za ljubicastu [46].
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4.1.2. Kvantna efikasnost dioda

Jedan od faktora koji utice na nagib prave PLep(lLep) smanjujuci njen koeficijent pravca je unutrasnja
kvantna efikasnost 7e. Naime, ako sa Rr i Rnr ozna¢imo koeficijente emisione i neemisione
rekombinacije, respektivno, tadaje unutrasnja kvantna efikasnost 7e ili odnosbroja generisanih fotona
I ubacenih nosilaca naelektrisanja dat kao:

R

Me = 77 (4.1)

Ry+Rp,

i doprinosi smanjenju nagiba prave PLep(lLep) na slici 4.3.

Drugi faktor koji smanjuje koeficijent pravca prave PLep(lLep) je zadrzavanje jednog dela fotona u
uredaju. Razni drugi efekti doprinose smanjenju efikasnosti: gubici unutar materijala, refleksija i ugao
emisije.

Spoljasnja efikasnost 7e racuna se iz odnosa:

Remi
ne =~ £ 4.2)
gde su Remit — broj generisanih fotona koji zapravo napuste LED, Rr — koeficijent emisione
rekombinacije.

Uzme li se u obzir unutrasnja i spoljasnja kvantna efikasnost, emitovana optic¢ka snaga PLep LED-a
za jacinu struje ILep bice:

h.
Prgp = NiNe T;ILED (4.3)

gde su: nwot — ukupna kvantna efikasnost LED-a, q — naelektrisanje elektrona (1.6:10°1° C),
h — Plankova konstanta (6.62-10-34 J-s), ¢ — brzina svetlosti (3-108 m/s u vakuumu) i /1 —talasna duzina

[49].

Unutrasnja kvantna efikasnost LED-a je oko 70 %, dok je spoljasnja efikasnost obi¢no manja od 5%.
Koeficijent praca prave PLep(lLep) je oko 12 uW/mA, za ng=75 %, next=2 % i talasnu duzinu od
A=1550 nm.

4.1.3. Prednost LED-ova

LED-ovi emituju mnogo vise svetlosti nego obicne svetiljke sa uzarenim vlaknom, a moguca je
korekcija jaCine svetlosti podeSavanjem jaCine struje. Na efikasnost ne utice oblik 1 veli¢ina, kao Sto
je to slucaj kod vecine fluorescentnih svetiljki. Moguce je da emituju odredenu boju bez koris¢enja
filtera koji su se inae koristili pri tradicionalnim metodama osvetljavanja. Zbog svoje veliine
idealne su za montazu na Stampane plocice, a najcesce se koriste kao LED indikatorske lampice,
upravo zbog kratkog vremena odziva. Standardna crvena LED indikatorska lampica dobija svoj puni
sjaj za manje od ps. Pokazale su se efikasnim kada se koriste u sastavu uredaja koji se ¢esto pale i
gase, Sto im daje prednost u odnosu na fluorescentne lampe koje se brzo kvare nakon kratkih ciklusa
izmedu gaSenja 1 paljenja. LED zra¢i veoma malu koli¢inu toplote u obliku IR, za razliku od drugih
izvora svetlosti, koji bi mogli da prouzrokuju osteéenja na tkaninama ili osetljivim predmetima, a
viSak energije se otklanja kroz bazu diode. U poredenju sa fluorescentnim osvetljenjem, imaju od 10
do 15 putaduzi vek trajanja, ¢ak preko 50 000 sati. Zbog ¢vrste strukture tesko ih je ostetiti, za razliku
od od drugih vrsta sijalica koje su lako lomljive [51].
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4.1.4. Nedostaci LED-ova

Karakteristike LED-ova zavise od nekoliko faktora, ali one pokazuju najvecu osetljivost u odnosu na
promenu temperature. Visoka temperatura sredine moze da dovede do pregrevanja 1 brzog
otkazivanja rada LED-a. Upravo zbog ove karakteristike, neophodno je adekvatno hladenje kako bi
se omogucilo njihovo precizno funkcionisanje. Zbog izrazene naponske osetljivosti, veoma je vazno
da im se dovedu struja i napon sa tacno odredenim karakteristikama, uz koris¢enje odgovarajuéih
otpornika. Za razliku od svetiljki sa uzarenim vlaknom, postoji opasnost od oStecenja ljudskog vida,
ukoliko dode do prevelike izloZenosti plavim i hladno belim diodama (,,Plava opasnost™). Do trajnog
pada efikasnosti diodamoze da dode od samo jednog povecanja struje, Sto dovodido tamnjenja LED-
-ova. Promene radnih karakteristika pra¢ene visokim vrednostima struje i temperature mogu da
izazovu pojavu difuzije atoma nekih metala (indijum i srebro) iz elektroda u ostale aktivne delove
LED-a. Kao posledica ove pojave javljaju se elektricni proboji na katodi. Za preventivu ovih efekata
najcesce se koriste katodne paste galijum-nitrida i indijum-galijum-nitrida. Mehanizam degradacije
aktivnih delova katoda u LED-ovima izaziva i poveéanje dislokacija na grani¢noj povrsini p-n spoja,
kao 1 u katodnim prevlakama difuzijom tackastih dislokacija. Budu¢i da su galijum i arsenidi, kao 1
selen 1 indijum veoma toksic¢ni, ovaj nedostatak bi mogao da se zaobide koriS¢enjem nemetalnih
jedinjenja tipa supstituisanih aromati¢nih ugljovodonika i tionitrida, medutim ove supctance
pokazuju jos§ izrazeniju temperaturnu karakteristiku uz moguénost eksplozije nemetalnih nitrida [51].

4.2. Fotodiode

Fotodiode poznate kao fotodetektori, fotosenzori ili svetlosni detektori su posebna vrsta senzora koji
konvertuju svetlosnu energiju u elektricnu. Princip rada fotodioda zasniva se na unutrasnjem
fotoefektu na poluprovodnicima pod uticajem svetlosti. Buduéi da je fotodioda tip poluprovodnika sa
pn spojem, povrsina fotodiode prihvata svetlosnu energiju kao ulaz za generisanje elektricne struje.

Karakteristike fotodiode se obi¢no definisu kao :

a) kvantna efikasnost,
b) spektralna osetljivost,
C) brzina rada,

d) struja mraka.

Fotodioda ima opticke filtere ugradene u so¢ivo na povrsini diode. Vreme odziva ovih elemenata je
inverzno povezano sa aktivnom povrSinom fotodiode [50].

Osetljivost fotodioda se ra¢una iz odnosa gustine fotostruje i intenziteta upadnog zracenja.
Koris¢enjem specijalnog anti-refleksionog sloja osetljivost moze da se poveca i do 25% u nekoj
oblasti spektra.

Prosec¢na kvantna efikasnost fotodioda je oko 80%, a uz promenu temperature moze da varira za 0ko
1%.

Brzina odgovora (risetime) fotodioda zavisi od inverznog napona i za zracenje talasne duZzine. Na
primer, na 1064 nm je od 15 do 20 ns, dok je za zracenje ispod 900 nm brzina odgovora ispod 2 ns.
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Fotodiode se najcesce izraduju od silicijuma (Si), koji je osetljiv u oblasti od 0.2 um do 1.1 pm,
germanijuma (Ge) (0.4 - 1.8) um, indijum aresenida (InAs) (1.0 - 3.8) um, indijum antimonida InSh
(1.0 - 7.0) um, ziva kadmijum telurida (HgCdTe) uz dodatno hladenje na 77 K (1.0 - 25.0) um [46].

Fotodiode od silicijuma se prave od monokristala silicijuma, pri ¢emu Se zahteva velika Cistoca
kristala. Sastoje se od poluprovodnika p i n tipa. Osnovu ¢ini n-tip poluprovodnika silicijuma, dok se
tanak p-tip stvara na povrsini dopiranjem borom (B). Od debljine dopiranog sloja zavisi i spektralni
odgovor fotodiode. Na istoj strani se nalazi mala metalna elektroda (anoda), a na suprotnu stranu se
nanosi metalni premaz (katoda). Kada se pravi niz fotodioda, anode se medusobno odvajaju
izolatorom kao §to su silicijum nitrid (SiN) i silicijum-dioksid (SiO2) [48].

Svaka dioda sastoji se iz dva segmenta, kraceg koji uzima ulogu katode i duzeg koji izgleda kao
anoda. Simbol za fotodiodu je sli¢an kao za LED, ali su strelice usmerene prema unutra (Slika 4.4)

[48].
gj/ anoda Rl katoda
L1

Slika 4.4. Fotodioda (levo) sa odgovaraju¢im simbolom (desno)

4.2.1. Apsorpcija svetlosti u p-n spoju fotodiode

Najrasprostranjeniji tip fotodetektora su poluprovodnicki fotodetektori. Fotodioda koja sadrzi samo
p-n spoj predstavlja najjednostavniji tip poluprovodnickih fotodetektora. Fotoni koji padnu na
fotodiodu formiraju parove elektrona i Supljina koji se skupljaju oko p-n spoja. Koncentracija parova
elektron/Supljina zavisi od intenziteta upadne svetlosti. Intenzitet apsorpcije fotonai energija fotona
su direktno proporcionalne veli¢ine. Kadaje energija fotonamanja, apsorpcija ¢e biti manja i obrnuto.
Ovaj proces je poznat kao unutrasnji fotoelektricni efekat. Na fotodiodu se dovodi odgovarajuci
napon i koncentracija nastalih nosioca odreduje se merenjem struje koja protice kroz p-n spoj
(fotoprovodnost). Na Slici 4.5. prikazan je inverzno polarisan p-n spoj. Prilikom apsorpcije fotonau
p-n spoju generiSe se par elektron-Supljina (fotogenerisani nosioci naelektrisanja), ali samo na mestu
gde postoji elektriéno polje moze da dode do transporta nosilaca naelektrisanja u odredenom smeru.
Budu¢i da p-n spoj podrzava elektricno polje samo u osiromasenoj oblasti (oblast I na slici 4.5.),
upravo je ta oblast pogodna za apsorpciju upadnog zraCenja. Elektroni i Supljine generisani u
osiromasenoj oblasti brzo driftujuu suprotnim smerovima pod uticajem jakog elektricnog polja. Kako
je smer elektri¢nog polje od n ka p strani, fotogenerisana struja je uvek inverzna (od n ka p). Nosioci
naelektrisanja koji su generisani daleko od osiromasene oblasti (oblast III na slici 4.5.) ne mogu da
se transportuju zbog odsustvaelektri¢nog polja i lutaju nasumi¢no sve dok ne dode do rekombinacije,
tako da ne doprinose fotostruji. Elektroni i Supljine generisani u blizini osiromasene oblasti mogu da
udu u osirmasenu oblast putem nasumicne difuzije i na taj na¢in mogu doprineti fotostruji. Ne treba
zanemariti ¢injenicu da je proces difuzije nosilaca generisanih u oblasti 11 daleko sporiji od procesa
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drifta u osiromasenoj oblasti pa se u cilju brzeg odziva fotodiode, ali 1 vece osetljivosti fotodiode,
nastoji svesti na minimum detekcija zracenja izvan osiromaSene oblasti [49].

a) fotoni %
1

P PHD

II I II III
- —» i PHD
4—8 -—

ugradeno polje
-

b)

PPHD

¥¥

Slika 4.5. Fotogenerisani nosioci naelektrisanja u inverzno polarisanom p-n spoju [49].

Kako bi fotodioda radilau rezimu fotoprovodnosti, na fotodiodu se dovodi inverzni napon. Inverzna
fotostruja je linearna funkcija intenziteta upadne svetlosti. Red veli¢ine inverzna struje je reda pA -
mA.

Zanormalan rad fotodiode, neophodno je da koris¢eni inverzni napon bude manji od kriti¢cnog kako
ne bi doslo do proboja i1 uniStenja fotodiode.

4.2.2. Kvantna efikasnost fotodiode

Kvantna efikasnost n predstavlja broj parova elektron-Supljina odnosno fotonosilaca, koje generise
jedan foton upadnog zraenja, a to je, zapravo, verovatnoca da jedan upadni foton generiSe par
nosilaca. Ukoliko upadno zracenje padana p stranu spoja (to je najceséi slucaj kod fotodiode izradene
u planarnoj tehnologiji) deo upadne svetlosti reflektuje se od povrsine poluprovodnika (p tipa), a
preostali deo prodire u materijal u kom moze da bude apsorbovan ili propusten do oblasti
osiromasenja i N tipa poluprovodnika. Kvantna efikasnost fotodiode u potpunosti je odredena
koli¢inom upadnog zracenja apsorbovanog u oblasti osiromaSenja. Da bi se dobila sto ve¢a kvantna
efikasnost fotodiode, potrebno je smanjiti refleksiju i apsorpciju u materijalu pre oblasti osiromasenja,
a sa druge strane povecati apsorpciju u oblasti osiromasenja [51].

Stuja fotodiode (lpHp) generisana usled upadnog zracenja snage (PpHp) racuna se preko:

h.
Ppoyp =07, ﬁIPHD (4.4)

Kada je re¢ fotodiodama koje rade u inverznom rezimu, inverzna struja linearno zavisi od intenziteta
upadne svetlosti.
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Inverzni naponi iscrtani su duz V ose u voltima, a inverzna struja duz I ose u mikroamperima (slika
4.6). Kada nema osvetljenja, inverzna struja ima vrednost 0. Minimalna vrednost struje nastale u
ovom procesu zove se struja mraka. U momentu kada se osvetljenje svetlosti poveca, inverzna struja
raste linearno.

i, =Ty b, (4.5)

Za odredenu talasnu duzinu ¢, je fluks zraCenja, 7, je osetljivost fotodiode (eng. diode flux
responsivity), a i,, je struja fotodiode.

Inverzni napon [V]
v =5 -4 = -2 efi 0+ sl
T = ¥ V
! I Struja mraka : F
1000 lux
100 |-
g
g 00 | a
5 o 400 - 1500 lux 200 |- g
5 E 200 4 g
2000 lux 5
T = 300 |- 5
Struja mraka 2000 fLart
Osvetljenost
[hux] 2500 lux —
400

Slika 4.6. Zavisnost odvetljenja fotodiode od inverznog napona [50]

4.2.3. Primene fotodioda

Fotodiode se koriste u raznim jednostavnim svakodnevnim aplikacijama. Razlog za njihovu upotrebu
je jednostavni linearni odgovor na svetlosno osvetljenje. Ukoliko vecéa koli¢ina svetlosti padne na
senzor, on proizvodi veliku koliinu struje.

Fotodiode su elementi koji pomazu da se obezbedi elektri¢na izolacija uz pomo¢ optokaplera
(izolcionih pojacavaca sa optickom spregom). U slucaju da su dva izolovana kola osvetljena
svetlo$¢u, optokapleri se koriste za opti¢ko povezivanje kola. Pri poredenju sa konvencionalnim
uredajima, optokapleri Su se pokazali mnogo brzim prenosiocima signala.

Fotodiode su nasle primenu u sigurnosnoj elektronici za detektore pozara i dima.

Kada su sastavni elementi u kamerama, deluju kao foto senzori. Takode se koriste u scintilatorskim
uredajima sa spregnutim naelektrisanjem, fotokondukterima i fotomultiplikatorima.

Fotodiode imaju primenu u brojnim medicinskim instumentima — detektori za kompjutersku
tomografiju, za analizu uzoraka, itd. [46].
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4.3. LED paneli za osvetljavanje biljaka

Preporucuje se da LED paneli za gajenje biljaka sadrze optimalan odnos LED-ova razli¢itih talasnih
duzina koje odgovaraju krivoj maksimuma apsorpcije svetlosti, opisanim u prethodnom poglavlju.
Zbog jednog od glavnih nedostataka LED-ova (temperaturne zavisnosti), montaza LED panela je
pracena odgovaraju¢im sistemom za hladenje, odnosno ventilatorima za odvodenje viska toplote
nastale usled grejanja panela. Da bi se odredili adekvatni parametri za rast biljaka u odredenom
periodu, potrebno je izmeriti neke od karakteristi¢nih veli¢ina LED panela.

4.3.1. Karakteristike LED panela

PAR (eng. Photosynthetically Active Radiation) je fotosinteticki aktivno zracenje. PAR definise tip
izvora svetlosnog zracenja koji moze podrzati fotosintezu biljaka. To je veli¢ina koja predstavlja
osnovni parametar znaCajan za proizvodnju biomase koja direktno uti€e na rast, razvoj, prinos i
kvalitet biljaka. Opseg talasnih duzina izvora svetlosnog zracenja za stimulisanje zelenog rasta mora
biti $iri od fotosinteticki aktivnog opsega talasnih duzina zracenja i najcesée je u opsegu od 300 do
800 nm.

PPF (eng. Photosynthetic Photon Flux) predstavlja broj emitovanih fotona u sekundi, drugim re¢ima,
ovaj parametar daje informaciju koliko se fotosineticki aktivnog zracenja emituje iz izvora svetlosti.
PPF se izrazava u mikromolima u sekundi (umol/s).

PPFD (eng. Photosynthetic Photon Flux Density) predstavlja broj fotosinteti¢ki aktivnih fotona
izraCenih po jedinici povrSine svake sekunde. PPFD se meri na podrucju od jednog metra kvadratnog
u sekundi (umol/m?/s).

4.4, Ostali izvori svetlosti (koji nisu koris¢eni u eksperimentalnoj postavci)

4.4.1. Sijalica sa uzarenim vlaknom (Zarulja)

Klasi¢na elektri¢na sijalica (Zarulja) predstavlja vestacki izvor svetlosti, koji nastaje kada elektri¢na
struja, prolazeéi kroz tanku volframsku nit, zagreje nit do usijanja usled ¢ega dolazi do emitovanja
svetlosti. Danas izum ove klasni¢ne sijalice, sa ugljeni¢énim vlaknom, pripisuju nau¢niku Tomasu
Edisonu. Medutim, ideja se javila jo§ mnogo ranije, ali je samo Edison uspeo da napravi ja¢i vakuum
u balonu i time povecao otpornost sijalice. Princip rada klasi¢ne sijalice zadrzao se i do danas, jer su
takve konstrukcije jednostavne i mogu da rade kako sa jednosmernim, tako i sa naizmeni¢nim
izvorima struje. Elektricna energija koja proti¢e kroz volframovu nit emituje kontinualni spektar
svetlosti u svim pravcima. Za razliGite voltaze daje razlic¢itu efikasnost!2, ali se uobi¢ajeno smatra da

se vise od 90% elektricne energije potrosi na toplotno zraenje, dok se u svetlost pretvara neSto manje
od 10% [52].

13 Zarulja od 100W, koja zra&ifluks od oko 1700 lumena, dnevno u proseku moze da potrosi 1 kWh struje.
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Uzarena nit emituje svetlo priblizno stalnog spektra (Slika 4.7.) Kao Sto se vidi na grafiku, zarulja
nema dovoljan opseg talasnih duzina potreban za stimulisanje fotosinteze. Postoji dominantan
prirastaj intenziteta iz crvenog dela spektra zracenja, dok je obast plavog dela spektra gotovo potpuno
izostavljena [52].

4.4.2. Fluosijalice

Kompaktne neintegrisane fluorescentne sijalice su Stedljive sijalice, koje otklanjaju nedostatke
sijalica sa uzarenim vlaknom. Pri prolasku elektri¢ne energije kroz gas u cevi pocinje da se emituje
UV zracCenje. Ono pobuduje tri sloja fosfora (P) kojima su cevi iznutra premazane tako da dolazi do
emisije svetlosti, ali u nesto izmenjenom delu spektra u odnosu na klasi¢nu sijalicu. lako se na prvi
pogled ¢ini da je svetlost ovih izvora svetlosti manjeg intenziteta, ona, ipak, ima isti broj lumena, ali
je prostorija osvetljena drugom, prirodnijom bojom, koja je sliéna dnevnom svetlu.

Kompaktne fluo lampe (CFL) su evolutivni naslednici fluorescentnih cevnih sijalica. Za ove izvore
osvetljenja je karakteristicno gasno praznjenje u kojima se nevidljivi UV zraci proizvedeni u sudaru
atoma zive i elektrona sa elektrode u sijalici pretvaraju u vidljivo zracenje pomocu fosfora koji
emituje svetlost [52].

Cesta paljenja i gadenja kompaktnih fluo rasvetnih tela zna¢ajno skraéuju njihov radni vek. Spektar
zraCenja ovih sijalica prikazan je na Slici 4.7. Sa grafika se vidi da su maksimumi emisije bliski
aorpcionom spektru hlorofila ai b, ali po vrednostima nisu u potpunosti odgovarajuéi izvori svetlosti
za adekvatno gajenje biljaka.

4.4.3. Halogene sijalice

Za razliku od zarulje, volfram koji isparava sa uzarene niti kombinuje se sa BrCH2CH2Br ili
CICH2CH2Cl unutar staklenog balona (najéece napravljenog od topljenog kvarca) i tako se stvara
volfram-halogen molekul. Zatim taj molekul posle nekog vremena migrira nazad, tako ,,reciklira’’
nit i na taj nacin eliminiSe pocrnjenje staklenog omotaca. Na spektru prikazanom na slici 4.7. vidi se
da opseg talasnih duzina dobro pokriva oblast crvenog dela apsorpcije zracenja fotosintetickih
pigmenata, ali to nije slu¢aj sa plavim delom spektra [52].

Upravo zbog prilagodenih spektralnih karakteristika LED panela, odluceno je da se za izvore EM
zraCenja u eksperimentu koriste prilagodeni LED paneli.
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Slika 4.7. Spektri razlicitih izvora EM zracenja, energetska efikasnost, snaga i zivotni vek razlic¢itih
sijalica
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V SEGMENTISISTEMA ZA MERENJE

5.1. Poli (metil metakrilat) (PMMA)

Poznatiji kao pleksiglas ili Kklirit, predstavlja transparentni polimerni materijal, hemijske strukture
prikazane na slici 5.1. Ono $to je osnovna odlika ovog materijala je velika otpornost na habanje i
velike promene temperature [53]. Transparentnost materijala u vidljivom spektru EM zracenja
potvrdena je u celom opsegu preko UV-VIS spektrofotometra, a zbog te karakteristike koriséen je u
svrhu konstrukcije drzaca lista.

CH,
(t)
CHy CHy CHy I-—-o { CHs |
A CHy=C > - —ti—GEH —(':—GH,—-é—~-~ o, —c—|
S | K7 | ; i
c=0 C=0 C=0 CHy t ¢=0,
0 o 146 o
&y Sy Cwy CHe
Metil metakrilat Poli (metil metakrilat)

Slika 5.1. Uzorci polimetil metakrilat sa odgovaraju¢om hemijskom formulom

Pleksiglas se odlikuje izuzetnim optickim karakteristikama 1 zbog takvih svojih osobina najéesce se
koristi kao zamena za staklo na razli¢itim uredajima. Transparentnost mu daje izgled optickog stakla,
buduci da je njegova ukupna providnost preko 90%. Za razliku od drugih materijala ima veliku
otpornost na lomljenje, ¢ak 6-17 puta ve¢u otpornost od obi¢nog stakla, ali ukoliko se razbije, delovi
se raspadaju malom brzinom zbog lakoc¢e materijala. Klirit ima izuzetnu otpornost na vecinu
hemikalija, po¢ev od neorganskih baza ikiselina, preko aromati¢nih rastvaraca, do organskih kiselina.
Pleksiglas je takode poznat po svojoj dvodimenzionalnoj stabilnosti, budué¢i da je otporan na
deformisanje tokom duzeg vremenskog perioda eksploatacije. Na klirit mogu da uticu visoke
temperature, ali pri veoma niskim temperaturama ne dolazi do lomljenja. Pleksiglas moze da se koristi
1 kao izolator budu¢i da ima visoku otpornost u odnosu na druge materijale. Zbog jednostavnosti
izrade moze da se sece, busi, masinski obraduje kao metal ili drvo. U sluc¢ajevima kada se zagreje do
odgovarajuce temperature, moze da formira bilo koji oblik [53].
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5.2. Opticka vlakna (svetlovodi)

Za razliku od koaksijalnih kablova koji prenose elektri¢ne signale kroz provodnike, opticka vlakna
prenose snop svetlosti kroz staklenu ili plasticnu sredinu [54]. Prilikom postavljanja optickih vlakana
sa staklenim jezgrom potrebno je voditi raCuna 0 savijanju, jer veliki ugao moze da spreéi prostiranje
svetlosti ili dovede do oStecenja svetlovoda.

Sistemi prenosa signala optickim kablovima sastoje Se iz tri osnovna funkcionalna dela, a to su
predajnik (izvor svetlosti: LED ili laserska dioda), opticko vlakno (svetlovod, opticki fiber) i
prijemnik (fotosenzor). Pri svetljenju LED-a, svetlost putuje optickim vlaknom koje na drugom kraju
ima postavljen detektor (prijemnik) koji pretvara svetlosni signal u elektri¢ni odgovaraju¢om
konverzijom. Princip prenosenja informacije duz optickog vlakna odvija se putem totalne refleksije
(slika 5.2.) [54].

Slika 5.2. Totalna refleksija u optickom vlaknu

Svako opticko vlakno sastoji se iz jezgra koga Cini staklo ili plastika odredenog indeksa prelamanja i
omotaca presvucenog oko jezgra. Omotac je takode izraden od stakla, ali ima drugu vrednost indeksa
prelamanja. Svetlost se usmerava u jezgro pod odredenim uglom da bi doslo do totalne refleksije,
zbog koje se svetlosni zrak neprestalno odbija od grani¢ne povrsine jezgro/omotac, putujuéi tako duz
svetlovoda do prijemnika. Kada je opticko jezgro izradeno od plastike, dozvoljen je veci ugao
savijanja, medutim ta vrsta materijala daje ogranienje razdaljine prenosa signala.

Zbog veoma malog slabljenja optickog signala koji putuje svetlovodom, pomocu optickih vlakana
moze se vrsiti prenos na velike udaljenosti .

Navedene karakteristike odredile su opticki fiber kao medijum prenosa opti¢kog signala, Koji je
koriS¢en u eksperimentalnoj postavci.

5.3. LED-ovi koris¢ene u eksperimentalnoj postavci

Spektralne karakteristike LED-ova koje se dobijaju od proizvoda¢a pokazuju njihov spektar i
intenzitet zraCenja zavisi od struje napajanja, temperature okoline i ugla zracenja. LED-ovi su

-42 -



koris¢eni kao inicijalni signal kojim se obasjava list tokom zadatog vremenskog intervala
eksperimenta.

Da bi se eliminisala zavisnost promene temperature, LED-ovi su izolovani i termostatirani tokom
eksperimenta u odgovaraju¢oj kutiji. Spektar koris¢enog LED-a dat je na slici 5.3.

A= 665 nm

Intenzitet zracenja, normiran na 1
(=]
o

380 480 580
Talasna duzina [nm]

Slika 5.3. Spektar signalnih LED-ova

5.4. Fotodiode koris¢ene u eksperimentu

Fotodiode koje smo koristili u eksperimentalnoj postavci su silicijumske fotodiode proizvodnje
IHTM (Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju Beograd).

Ove fotodiode odlikuje veé¢a aktivna povrsina (kvadratna, 80 mm?), brza reakcija, Siroko spektralno
podrucje, linearnost u Sirokom spektralnom opsegu i visoka pouzdanost pri radu (slika 4.5).

21.59 mm

16.00 mm

7.02 mm
8.92mm

‘
0.8 mm |

| 01

Slika 5.4. Silicijumske fotodiode

Kada je fotodioda obasjana vidljivim ili bliskim infracrvenim zraenjem, ponasa se kao strujni izvor,

a fotostruja je srazmerna snazi zracenja. Inverzna polarizacija povecava paralelnu unutraSnju

otpornost i smanjuje kapacitivnost diode. Smanjenje kapacitivnosti i otpora optereCenja smanjuje

vreme odziva. Niska kapacitivnost sa relativno niskom polarizacijom kod ove fotodiode postize se

koriS¢enjem izuzetno Cistog silicijuma visoke otpornosti. Fluks pozadinskog zracenja povecava struju

Suma, zbog Cega proizvodaci preporucuju filter ili zamra¢ivanje dabi se smanjilo ovo zracenje.
-43 -



Silicijumska fotodioda koju pravi IHTM zadovoljava uslove potrebne za implementaciju u ovoj
aparaturi: poseduje znacajno veliku aktivnu povrSinu za snop optickih vlakana, linearnost u Sirem
spektralnom podrucju, brz odziv i pouzdanost pri radu. Ove fotodiode su postavljene u toplotno i
svetlosno izolovano kuciSte da bi se smanjila struja Suma, a snop svetlovoda pravilno i konstantno
bio naslonjen na aktivnu povrSinu fotodiode. Postavljena su 4 snopa, od po 10 svetlovoda na svaku
od 4 fotodiode (slika 5.4).

U okviru prateée elektronike omoguceno je da se odgovarajuéim izborom otpornika izvrSi
podesavanje rada fotodioda na odgovarajucu osetljivost dabi se dobio jaci signal kako za vrednosti
opticke transmisije, tako i za opti¢ku refleksiju. Pri testiranju aparature bez listova, doslo je do
saturacije fotodioda, pa je odgovarajué¢im podeSavanjem parametara omogucena kompletna priprema
rada sistema.

5.5. LED paneli kao optimalni izvori zraenja

Koris¢eni LED paneli imaju mogucnost kontinulnog osvetljenja, a vazna prednost pri izboru im je
mogucnosti podeSavanja jacine osvetljenja. Povrsina iznad panela dizajnirana je tako da se pomoc¢u
odgovarajuceg seta ventilatora odvoditoplotanastala usled radaovih panela i time u potpunosti ocuva
spektralna karakteristika data na slici (5.5.).

Slika 5.5. Spektar LED panela

Pre svake eksperimentalne postavke meren je PPFD (eng. Photosynthetic Photon Flux Density),
odnosno gustina fotosintetickog fotonskog fluksa na svim potencijalnim pozicijama biljaka kako bi
se na vereme odredili precizni pocetni parametri za svaku biljnu vrstu (slika 5.6.).

Kao kontrola jacine osvetljenja postavljen je kalibrisani data logger luksmetar u centar panela na
visini listova biljaka koji poseduje moguénost snimanja podataka i do nekoliko meseci U zavisnosti
od izabranog vremenskog intervala.



PPFD raspodela prema rastojanju panela od biljaka
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Slika 5.6. PPFD raspodela po rastojanju od biljaka

5.6. Opticki filteri

Opticki filteri su elementi koji menjaju spektralni sastav ili intenzitet upadne svetlosti. Osnovna
karakteristika filtera je spektralna kriva propustljivosti (transmisije), odnosno zavisnost transmisije
od talasne duzine zracenja. PoZeljno je da oblast propustljivosti bude Sto uza, dok propustljivost van
te jedne uske oblasti bude nula.

Filteri koji propustaju samo jednu odredenu oblast talasnih duzina zovu se selektivni filteri
(interferentni). Interferentnifilteri (Slika 5.7. a) rade na principu interferencije i izdvajaju veoma usku
spektralnu oblast (traku od 10 do 20 nm). U njihov sastav ulaze dva paralelna delimi¢no prozra¢na
metalna ogledala (srebro), a izmedu njih se postavlja sloj transparentnog dielektrika (MgF?2), ¢ija je
debljina polovina talasne duzine koju treba izd vojiti (Slika 5.7. f). Svetlostni zrak se, pri prolaski kroz
filter, odbija od ogledala i pri svakom reflektovanju delimi¢no transmituje, pa se iz filtera dobija
beskonacan niz zraka opadajucih amplituda, sa istom putnom razlikom.

Putnarazlika je odredena slede¢om relacijom:
b=k-1=2d-cosp (5.1)

gde je k— ceo broj, ¢ — ugao pod kojim se zraci odbijaju, d — debljina sloja dielektrika.
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Po zakonu interferencije, putna razlika je jednaka celobrojnom umnosku talasnih duzina. Budu¢ida

je talasna duzina upadnih zraka A, sledidaje b = 22—'1 = 2, jer je debljina sloja dielektrika d = %

Bojeni filteri su dizajnirani tako da propustaju zracenje iz ta¢no odredene oblasti talasne duzine
vidljivog dela spektra (crveni, plavi, zeleni itd.) [Slika 5.7. b].

IR filteri pripadaju ,,cut off” filterima koji blokiraju oblast iz IR oblasti zracenja, a transmituju
vidljivu svetlost [Slika 5.7. c].

UV filteri su takode vrsta ,,cut off’’ filtera koji propustaju vidljivu svetlost, a blokiraju oblast UV
zracenja. NajCeSCe se koriste da zastite sociva i druge filtere [Slika 5.7. d].

Filteri koji propustaju podjednako sve talasne duzine u odredenoj spektralnoj oblasti su neutralni
filteri. Osnovna karakteristika neutralnih filtera je opticka gustina ¢ija vrednost definise koli¢inu
propustenog zraenja (transmisije). Sto je veéa opticka gustina, to je manja transmisija i obrnuto
[Slika 5.7. €].

Osim navedenih filtera, postoji jos drugih vrsta kao §to su ,,notch” filteri (ne propustaju samo jednu
talasnu duzinu) itd.
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/ d
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Slika 5.7. Opticki filteri (a-e), princip rada interferentnog filtera (f)

5.7. Karakteristike Grow Box-a za gajenje biljaka

Za eksperimentalnu postavku koris¢ena su dva ,,Grow Box-
-a”” dimenzija 240 x 120 x 200 cm (slika 5.8.). U svakom se
moze gajiti i do 50 biljaka. ,,Grow Box’’ omogucava da se sa
lako¢om kontrolise i ,,simulira” dan i no¢, jer oni ne
propustaju spoljasnje svetlo. Uz pomo¢ ,,Grow Box-a”’
kontrola temperature 1 vlaznosti vazduha je takode olakSana,
jer je prostor gde je ta kontrola neophodna znatno manji. Sve
ostale parametre je takode mnogo lakSe kontrolisati, npr.
mirise, prisustvo insekata, COz2, u ovoj sobnoj verziji staklene
baste.

Spoljasnost ,,Grow Box-a’’ izradena je od unapredenog
materijala koji ne propusta svetlost ni spolja ni iznutra, dok je
unutrasnjost obloZzena ,,MYLAR’’ folijom koja reflektuje i do
98% svetlosti. UnutraSnjost je takode i vodootporna, tako da
se moze vrsiti 1 oroSavanje biljaka bez ikakve bojazni dace se
nesto desiti,, Grow Box-u’’. Slika 5.8. Grow box
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5.8. Sematski prikaz sistema

Sistem se sastoji od 20 identi¢nih segmenata (postavljenih u dve grupe po 10), pri ¢emu svaki od njih
odgovara jednom mernom mestu na koji se postavlja uzorak — list biljke [55].

Drzac¢ lista (slika 5.9.) napravljen je od providnog pleksiglasa i ima moguénosti pomeranja u 6 stepeni
slobode kako bi pratio prirodno pomeranje lista koji raste. U delu koji je predviden za postavljanje
lista napravljena su tri proreza za opticka vlakna, konstruisana pod uglom od 45° stepeni u odnosu na
ravan lista. Optic¢ka vlakna ili svetlovodi namenjeni su za obasjavanje lista LED-om (koji odgovara
talasnoj duZzini najve¢e apsorpcije hlorofila-a 665 nm), prikupljanje reflektovane i prikupljanje
propustene svetlosti, respektivno.

Jedan kraj svetlovoda postavljen je neposredno do lista, dok drugi kraj prenosi signal do ogovarajuce
fotodiode koja pretvara svetlosni signal u elektri¢ni. 1znad povrsine fotodiode postavljen je filter koji
propusta svetlost samo odredene talasne duzine (koja odgovara talasnoj duzini diode koja obasjava
list). Uz pomo¢ sabirnog sociva snop svetlosti fokusira Sto manju povrsinu (da ne dode do rasipanja
svetlosti) 1 tako putuje do uredaja za snimanje.

Fotodiode sa prate¢com elektronikom i signalne (LED) postavljene su u kutiju koja je termostatirana
iizlolovna od spoljasnjih uticaja. Sa fotodioda $alje se signal na uredaj za merenje (I/O karticu) koja
uz pomo¢ odgovarajuce eketronke i softvera omoguéava da se obezbedinapajanje dioda, kao i kruzni
ciklus za kontinualno merenje, o cemu ¢e detaljnije biti re¢i u glavi VI koja je posvecena softveru.
Na osnovu izmerenih parametara crta se grafik zavisnosti koeficijenta apsorpcije u vremenu i tim se,
na osnovu snimljenog Cirkadijumskog ritma biljke, dolazi do zakljucka o stanju biljke.

Svetlovod

Slika 5.9. Sematski prikaz drzada lista [55]

Blok dijagram eksperimentalne postavke prikazan je na slici 5.9.
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Slika 5.10. Sematski prikaz blok dijagrama celog sistema [55].

Brojevima su oznaceni sledeci elementi:

1. drza¢ od pleksiglasa sa tri svetlovoda (svetlovod za transmisiju — T, svetlovod za
refleksiju — R i svetlovod za LED signal — LED)

2. kutija sa LED-ovima

3. kutija sa fotodiodama

4. termostatirano napajanje sa pratecom elektronikom

5. kartica za snimanje

6. multuiplekser za menjanje kanala

7. raCunar sa softverom

8. drzac sa upaljenim LED-om

9. drzac sa listom

5.8.1. Pokretanje sistema

List zive biljke postavi se u jedan od segmenata drzaca (1) tako da biljka moZe neometano daraste u
6 stepeni slobode. Eksperimentalna postavka podrazumeva 20 nezavisnih kanala od kojih svaki
odgovara pojedina¢nom segmentu. U svakom od drzaca kroz jedan svetlovod dolazi signal sa LED-
a koja odgovara maksimumu apsorpcije hlorofila (665 nm), a svih 20 signalnih dioda ¢uvaju se u
termoizolovanoj kutiji (4). Preostala dva opticka vlakna prikupljaju reflektovanu, odnosno
propustenu svetlost, respektivno. Svetlost se, nadalje, prenosi na odgovaraju¢u fotodiodu (3). Na
svakoj od fotodioda postavljen je interferentni filter, koji propusta samo svetlost koja odgovara 660
nm talasne duZine.

Sekvence paljenja LED-ova dirigovane su raGunarom koji se kontroliSe karticom (5), a signali sa
fotodioda usmeravaju se uz pomo¢ analognog multipleksera (6). U programu (7) se podesi u kom ¢ée
se vremenskom intervalu ciklus snimanja ponavljati. Preporuka je dataj interval bude 15 minuta, jer
se time postiZu 4 snimanja na sat, §to je priblizno 100 ciklusa dnevno. Podaci se ¢uvaju u fajlovima
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u odvojenim tabelama za svaki kanal. Grafik zavisnosti vrednosti koeficijenata refleksije i transmisije
u vremenu daje izgled Cirkadijumskog ritma merene biljke.

Tokom eksperimenta temperatura se odrzava konstantnomna (22+1) °C. Relativna vlaznost vazduha
je, takode, konstantna i iznosi 70%. Jacina svetlosnih panela koris¢enih za osvetljavanje biljaka
kontrolisana je luksmetrom i kreée se u opsegu od 5-10 000 Ix-a.

Slike uredaja i njihovih karakteristika date su u odeljku ,,X Prilozi’’ ove teze.
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VI KALIBRACIJASISTEMA

6.1. Kalibracija elektricnog signala sa LED-a

Kalibracija mernih mesta aparature podrazumeva poznavanje funkcionalne zavisnosti elektrinog
signala sa fotodioda od inteziteta reflektovane i propustene svetlosti sa lista.

Konstrukcija i nacin izrade aparature zahteva poznavanje karakteristika svakog mesta pojedinacno
zbog:

1. razliCitog inteziteta zracenja koris¢enih LED-ova,

2. fizi¢kih svojstava povrsine optickih vlakna, buducida su ru¢no radeni i polirani,
3. pozicije optic¢kih vlakana u odnosu na aktivnu povrsinu fotodiode,

4. polozaja drzaca lista u odnosu na aktivne LED panele,

6.2. Kalibracija mernih mesta po vrednosti opticke transmisije

Kalibracija mernih mesta po vrednosti opticke transmisije vrsi se pomocu etaloniranih neutralnih
filtera, razliCite opticke gustine. Buduci da je opticko vlakno koje prikuplja propustenu svetlost sa
lista postavljeno pod uglom od 45°, etaloniranje neutralnih filtera izvedeno je pod geometrijom od
45°, na kontrolnom spektrofotometru.

Vrednost elektricnog signala sa fotodiode koja je uzeta kao 100% opticke transmisije, uzeta je u
slucaju kada je nosa¢ uzorka bio prazan, odnosno kada izmedu LED-a i svetlovoda za propustenu
svetlost nije imalo prepreka. Vrednosti opticke transmisije svetlosti snimljene su na kontrolnom
spektrofotometru koriS¢enih neutralnih filtera poznate transparencije.

6.3. Kalibracija mernih mesta po vrednosti opticke refleksije

Refleksija upadne svetlosti na list biljke je difuznog oblika i kalibracija mernog mesta vrsi se pomocu
etalona za difuznu refleksiju. Budu¢i da kalibracija na vrednosti opticke refleksije zahteva jo$
dodatnih ispitivanja, izdvoji¢emo samo deo kalibracije. Naime, vrednost opticke refleksije sa neke
povrsine lezi izmedu dva grani¢na slucaja koji podrazumevaju:

1. ogledalsku refleksiju, koja nastaje na idealno glatkoj povrsini,
2. difuznu refleksiju, koja nastaje na idealno difuznoj (mat) povrSini.

Odnos relativne uloge ogledalske 1 difuzne refleksije odreden je koeficijentom apsorpcije materijala.
Analize pokazuju da su ,,apsolutno belom telu” najblizi etaloni izradeni od MgO, MgCO 3, BaSOaitd.
Na Slici 6.1. prikazana je funkcionalna zavisnost reflektancije od talasnog broja supstancija koje se
naj¢es$ce koriste kao standardi [31].

Vrednost elektricnog signala sa fotodiodekojaje uzeta kao 100 % difuznerefleksije po svim talasnim
duZzinama uzeta je za uzorke napravljene od mat bele povrSine od MgO i BaSO4.
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Za potrebe kalibracije koriS¢en je 1 uzorak BaSO4 koji je imao priblizno 50 % refleksivnosti kada se
postavi na merno mesto [31].
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Slika 6.1. Funkcionalna zavisnost reflektancije od talasnog broja supstancija koje se najéesce
koriste kao standardi [56]

6.4. Rezultati kalibracije vrednosti opticke transmisije

Na Slici 6.2 prikazani su grafici nakojima je data funkcionalna zavisnost napona od koeficijenata
opticke transmisije u procentima za dve grupe od po 10 mernih mesta.

-51-



Equation y=a+b%x
Weight No Weighting
) Residual Sum 000409 000168 0.0012
of Squares
6 W 9 Pearson's r 0.99969  0.99949 0.99965
i » e 2 | |AdiRSquare 0.99906 099846 0.99895
5 i A 3 Value Standard Error
s 4| [E Intercept 0.01425 0.03026
. &% It Slope 003292 5.82335E4
) <« 6 T Intercept -0.02613 0.01938
| > 71T Slope 001648  372939E4
T Intercept -0.02723 0.01642
5 3 e 8| I3 Slope 00169 315937E4
s g 51’0 T Intercept 00137 0.02607
4| T Slope 001998  501707E-4
T Intercept 0.00827 0.01698
. T Slope 001805  326717E4
1 T Intercept -0.06509 0.04796
T Slope 0.01989 923026E-4
] T Intercept -0.06743 0.03785
0 T Slope 004854  728414E-4
T Intercept -0.04498 0.03188
T Slope 0.01747 6.1365E-4
T Intercept -0.07385 0.05358
T Slope 0.0492 0.00103
T Intercept -0.0925 0.06708
Equation y=a+b%x
s 1 Weight No Weighting
Residual Sum 0.00168  0.02387 0.06054
6 . 2 of Squares
i A 3 Pearson'sr 0.99968 0.99684 0.99401
¥ 4 | [adj R-Square 099916  0.99159 0.98407
5 4 ¢ 5 Value Standard Error
J 4 6 Intercept -0.02116 0.01576
> 7 Slope 0.01962  2.84567E-4
4 1 P Intercept 20.0519 0.05048
) * 9 Slope 0.02335 0.00107
e 10 Intercept -0.06603 0.09472
i ] Slope 0.02693 0.00171
= Intercept -0.00408 0.01109
- Slope 0.01512  2.00141E-4
2 1 Intercept -0.08049 0.09323
_ Slope 0.04725 0.00168
T Intercept 20.04817 0.04941
1 Slope 00258  8.91337E-4
4 Intercept -0.0631 0.04684
Slope 0.04423  8.45467E-4
04 Intercept -0.13844 0.20524
: . : . : . : . : . : X Slope 0.04633 0.0037
0 20 40 60 80 100 Intercept -0.0458 0.04189
Slope 00392 7.56208E-4
T (%) Intercept 0.00966 0.063%
Slope 0.02995 0.00115

Slika 6.2. Grafici zavisnosti vrednosti napona od koeficijenata transmisije poznatih uzoraka za obe
grupe

6.5. Rezultati kalibracije vrednosti opti¢ke refleksije

U prilogu su grafici na kojima je prikazana funkcionalna zavisnost napona od koeficijenata
opticke refleksije u procentima za dve grupe od po 10 mernih mesta.
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Slika 6.3. Grafici zavisnosti vrednosti napona od koeficijenata transmisije poznatih uzoraka za obe
grupe [31]

-53-



6.6. Kalibracija osetljivosti sistema

Kalibracija osetljivosti sistema LED DIODA
podrazumeva jasno definisane granice LED PANEL & 660 um

rezultata merenja izmedu struje Suma i \\ \\ i
saturacije fotodioda.

Budu¢i da je sistem konstruisan tako da
ima cetiri grupe sa po 10 svetlovoda (jedna
grupa ima 10 svetlovoda za refleksiju i 10
za transmisiju), iako je fotodioda smestena
u tamnu Kkutiju zajedno sa krajevima
snopova optickih fibera, njena struja Suma
prividno je svedena na minimum. Naime,
signal se sakuplja sa jednog optickog
vlakna, dok ostalih 9 u snopu, koji su
neaktivni u datom trenutku, mogu prividno
da doprinose Sumu sistema, upravo zbog
dnevne svetlosti. Ovaj problem resen je
postavljanjem sabirnog so¢iva i
interferentnog filtera na povrSinu svake
fotodiode koji propusta samo talasnu
duzinu koju daje signalna LED (Slika 5.4.).

Relativni intezitet

430 660
Talasna duzina [nm|

INTERFERENTNI
Prikupljanje podataka vrsi se u dva koraka. FILTER
Naime, prvo se snimi signal pre paljenja “
LED-a (tako se dobija vrednost Suma), a %40 o
zatim se beleZze vrednosti signala tokom 52;
svetljenja LED-a. Razlika ovih brojnih Swo - | FOTODIODA
vrednosti predstavlja realnu vrednost Taason duson o] " | |

signala na datom mernom mestu.

Slika 6.4. Funkcija interferentnog filtera 665 nm

Dugotrajnim razmatranjima i merenjima dobijenim pri razli¢itim uslovima rada sistema, izvrSeno je
podesavanje najboljeg polozaja svetlovoda u odnosu na povrsinu lista na rastojanju od 2 mm kao i
podesavanje konstantnih ambijentalnih uslova u vidu stalne temperature u prostoriji koji dovode do
Cistijeg signala i vece osetljivosti i stabilnisti kompletnog sistema.

6.7. Podesavanje mernog sistema na jacinu i period osvetljavanja signalnog LED-a

Da bi se proverio moguci uticaj zracenja pobudnog LED-a na stimulisanje fitohroma (poglavlje 2) u
kratkom vremenskom intervalu svetljenja (3 sekunde) u toku prikupljanja signala radeni su
odgovarajuci testovi. Intenzitet svetolosti treba da bude dovoljno jak kako bi mogao da daje pouzdane
vrednosti intenziteta transmisije i refleksije, dok sa druge strane, mora da bude dovoljno slab da ne
izazove fizioloSke promene lista i time osteti biljku. Kako se intenzitet svetlosti pobudinih LED-ova
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podesava pojedinac¢no (menjajuéi jacinu struje napajanja strujnog izvora), ovaj faktor se eliminiSe
jednostavnim odredivanjem optimalne jacine struje izvora.

Osim intenziteta svetlosti pobudnih LED-ova, trebalo je odrediti i optimalan vremenski interval
osvetljenja. Lokalno osvetljavanje povrSine lista tokom duzeg vremenskog intervala ne bi dalo
pouzdane informacije o Cirkadijumskom ritmu. Ispostavilo se da je izbor osvetljavanja lista od 3
sekunde i intenziet svetlosti od I = 1 200 Ix (22.3 umol/m?)!* sasvim dovoljan vremenski interval koji
ne utice na pokretanje odgovarajucih procesa.

Provere eventualnih pozadinskih biohemijskih procesa u listu uradene su pomocu odgovarajucih
merenja spektrofotometra koji je bio postavljen prema Semi na slici 6.5.

Spektrofotometar

Slika 6.5. Sematski prikaz provere uticaja dopunskog svetla upotrebljenih LED-ova pomoéu
spektrofotometra

Svetlovod spektrometra postavljen je na mestu merenja refleksije lista, odnosno na mestu merenja
transmisije svetlosti kroz list. Cilj ove provere je dase vidi da li tokom zadatog vremenskog intervala
prilikom osvetljavanja lista LED-om dolazi dopromene u listu, koja bi se mogla odraziti na naknadno
odvijanje fotohemijskih procesa. Odgovaraju¢om instrumentalnom postavkom odredeno je snimanje
odredenog broja spektara u toku perioda osvetljavanja lista signalnim LED-om. Poredenjem
pojedinacnih spektara prikazanih na slici 6.6. ocekuje se da ¢e se uociti odgovrajuca promena.

Proces snimanja ovih parametara pomocu spektrofotometra traje pre, tokom i1 nakon osvetljavanja
LED-a. Vremenski interval snimanja pojedinacnih spektara treba da bude kratak, manje od 1 sekunde,
kako bi se se uocile eventualne promene u obliku spektra, ukoliko do njih dode. Optimalno vreme od
30 ms davalo je pouzdane grafike za analizu.

14 Korekcioni faktorje razli¢it prilikom konverzije jagine svetlosti iz Ix u pmol/m? u zavisnosti od izvora svetlosti.
Primer za Sunéevu svetlost: 10 pmol/m?2 predstavlja 540 Ix-a.
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Slika 6.6. Slaganje pojedinacnih spektara merenjem celog spektra

Spektri pre i nakon uklju¢enja LED-a su ravne linije, dok su spektri snimljeni tokom obasjavanja
medusobno preklopljeni odgovaraju¢im maksimumom intenziteta na 665 nm. Ovi rezultati ukazuju
da izabrani parametri, intezitet i vreme obasjavanja lista LED-om, ne menjaju fotosinteticke
aktivnosti unutar lista, odnosno da su izvrSena merenja i dobijeni rezultati potpuno relevantni.

Spektrofotometrom je, takode, izvrSena provera ispravnosti prestavljene nove metode sa
odgovaraju¢om aparaturom. IzvrSeno je ispitivanje da li se stanje biljke moze pouzdano pratiti
merenjem optickih osobina lista na maksimumu apsorpcije hlorofila u realnom vremenu. Dobijeni
spektri, postavljeni paralelno, ukazuju na jasnu razliku u kvalitetu i rezoluciji dobijenih rezultata. Na
Slici 6.7 predstavljen je spektar snimljen spektrofotometrom pri ukljucenju i isklju¢enju svetla, a to
su vremena pri kojima je najveca razlika u vrednostima refleksije i transmisije svetlosti kroz list.
Dobijeni rezultati jasno ukazuju da se razlike koje su snimljene spektrofotometrom mogu uociti, ali
su neznatne. Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima dobijenim novom metodom i aparaturom
pokazuje se jasna promena optickih osobina lista (transmisije) na dnevnom nivou pri maksimumu
apsorpcije hlorofila-a (Slika 6.8). Ovi rezultati zahtevali su detaljnu biolosku analizu.
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Slika 6.7. Rezultati dobijeni snimanjem intenziteta celog spektra
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12
Vreme [h]

Slika 6.8. Rezultati dobijeni snimanjem intenziteta celog spektra novom metodom
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VII PROGRAMSKIPAKET LABVIEW

7.1. Uvod u LabView

LabVIEW (eng. Laboratory Virtual Instrumentation Engineering Workbench) je platforma
namenjena vizuelnim programskim jezicima National Instruments-a, u literaturi poznatija kao ,,G”
jezik. Lab View je razvojno okruzenje namenjeno za kontrolu instrumenata, prikupljanje podataka i
automatizaciju sistema razliCitih platformi, pofev od Microsoft Windows-a, Linux-a i Mac
operativnog sistema [57].

LabVIEW je programski paket koji je izraden tako da omogucava brzo povezivanje automatskog
prikupljanja podataka i sistema za njihovu analizu. Kompletan programski set odlikuje Siroki spektar
mogucénosti koje su prilagodene potrebama najzahtevnijih korisnika. Za razliku od ostalih

programskih platformi, LabView je vrsta grafickog programa ¢iji je blok dijagram poput crteza neke
sloZenije elektornske Seme, a korisni¢ki interfejs je dat kao front panel.

Bilo koji virtuelni instrument oznafen sa VI predstavlja funkcionalnu celinu koja se lako moze
pretvoriti u modul koji je potprogram drugog VI. Upravo zbog ove karakteristi¢ne osobine, LabView
je hijerarhijski program, Sto je analogno konceptu programiranja kod konvencionalnih programskih
jezika.

Dakle, LabVIEW ima takav dizajn da se moze proSirivati. Opciono mogu da se dodaju moduli
pomocu razli¢itih uredaja. Proizvoda¢ nekog mernog instrumenta Se moze implementirati pomocéu
odgovarajuceg drajvera u LabVIEW softveru koji ¢e da se ponasa kao VI koji predstavlja merni
instrument sa odgovaraju¢im funkcijama u LabVIEW okruzenju.

Ukoliko ne postoji moguénost za dodavanjem drajvera, korisnik moze sdm napraviti LabVIEW
modul i koristiti ga kao virtuelni instrument (VI) u drugim programima. Takode, moze da se napise
modul koji se slaze sa LabVIEW u drugim jezicima poput C ili C++. Ovakvi moduli oznageni su kao
pod VI i ne razlikuju se od VI, osim $to je njihov interfejs odreden za drugi nivo obrade podataka.
Pod V1 koji se implementiraju u C ili C++ mogu dabudu od izuzetnog znacaja kada je potrebno da
se izvede slozeni numericki postupak pomocu podatakakoji nisu pokriveni u standardnom LabVIEW
okruzenju [58].

7.2. Osnovni koncept LabVIEW-a

Kao $to je pomenuto u prethodnom odeljku, za LabVIEW su karakteristiéna dva aktivna prozora
virtuelnog instrumenta: front panel i blok dijagram. Front panel predstavlja korisnicki interfejs,
odnosno ono $to se vidi na ekranu tokom rada mernog sistema. U osnovnoj formi sadrzi kontrole,
indikatore, a pored njih LabVIEW ima veoma bogat meni ostalih alatki koje omogucavaju lakse
upravljanje mernim sistemom.

Blok dijagram predstavlja pozadinu front panela koja pokazuje vezu izmedu svih kontrola i indikatora
kao i skrivene module gde se odvija kompletna programska obrada podataka. Izgled blok dijagrama
je poput elektroni¢kog Sematskog dijagrama i ¢ini se daje makar konceptualno oZicen na sli¢an nacin.
Ovakav prikaz Cesto izgleda veoma slozen kao u elektronskoj semi realnog elektronickog mernog
instrumenta [57].
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Jedan od najvaznijih zadataka u LabVIEW programiranju je odredivanje tajminga i redosled
operacija. Dok je u konvencionalnom programskom jeziku ovo svojstvo ostvareno redosledom
naredbi i koriS¢enjem razli¢itih programskih petlji (FOR, WHILE itd.), moze se re¢i da LabVIEW

radi na potpuno isti na¢in. Jedina razlika je u tome §to je nacin na koji se odreduje redosled izvrSenja
naredbi u LabVIEW-u na neki nacin prefinjeniji.

Koncept koris¢en u LabVIEW-u je takozvani dataflow (eng. radnja se na nekom elementu izvrSava
kad su svi njegovi ulazi na raspolaganju). To oznaCava paralelnost u izvrSenju radnje (ili
pseudoparalelizam). S obzirom na to, da su ulazi obi¢no na levom delu elementa, a izlazi na desnom,
uobiCajeno izvrSavanje radnji je S leva na desno. Naravno, to nije pravilo ve¢ samo neki oblik
konsenzusa. Programske petlje kao i redosled kojim se odvijaju naredbe odvija se pomocu struktura
koje izgledaju kao knjige s brojevima stranica ili kao odsecci filmske trake [59].

7.3. Virtuelni elementi (VI) LabVIEW-a

Virtuelni instrumenti (V1) imaju tri osnovna dela:
1. Front panel
2. Blok dijagram
3. Icon/connector
Front panel definiSe ulaze i izlaze VI-a.
U blok dijagramu se nalazi izvr$ni kod koji kreiramo koriste¢i ¢vorove, terminale i provodnike.
Uz pomo¢ icon/connectora mozemo koristiti VI i pod VI u blok dijagrame drugih VI-a.

Paleta alatki sadrzi graficke lebdece palete. U front panel-u ovu paletu mozemo koristiti za kreiranje,
editovanje i debagiranje VI-a.

Neki od najcesce koris¢enih alata su:

1. Alat za pozicioniranje koristimo za selektovanje, pozicioniranje i risajzovanje (eng. resize)
objekata.

2. Alat za oznacavanje koristimo za kreiranje nalepnica i upisivanje teksta.
3. Alat za povezivanje koristimo da povezemo medusobno Zeljene objekte u blok dijagramu.

4. Alat za bojenje koristimo za promenu boje prednje strane i pozadine prozora, kontrola,
indikatora itd.

Front panel 1 blok dijagram sadrze paletu alatki u kojima se nalazi dugme za startovanje zajedno sa
ostalim dugmié¢ima i kontrolama za izvrS§avanje VI-a. U front panelu iz palete kontrola postavljamo
kontrole i indikatore da ozna¢imo ulaze i izlaze VI-a. Na blok dijagramu razvijamo dijagram izvora
povezivanjem ¢vorova i terminala alatom za povezivanje. Koristimo paletu funkcija da postavimo
¢vorove na blok dijagram i na taj nacin razvijamo sekcije za pokretanje instrumenata, izvrSavanje
procesa i skladiStenje podataka [58].
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7.4. Sema blok dijagrama koris¢enog za automatizaciju sistema

Za realizaciju merenja kori$¢eni su instrumenti sa slede¢im karakteristikama:

1. Multiplekser HP 34970A kompatibilan je sa standardnim komandama za programabilne
instrumente, omogucava kontinualno prikupljanje podataka, daje veoma stabilan signal, ima
mogucnost preciznog merenja sa fleksibilnim konekcijama uz multimetarsku tac¢nosti od 61/2
digita. Multiplekser poseduje tri slota, u koja mogu da se postave razli¢iti moduli, Koji
omogucavaju razliCite kombinacije akvizicije podataka. Ovaj instrument se putem dve
standardne vrste konekcije povezuje sa ra¢unarom i fotodiodama. Preko RS-232 konekcije
povezuje se sa raCunarom, a pomocu modula HP 34901A povezuje se sa izlazima sa
fotodioda. Modul 34901 A je visenamenski 20-kanalni multiplekser koji je pogodan za Siroki
spektar primena u prikupljanju podataka, od kojih su koris¢ena 4 kanala za fotodiode sa kojih
dolazi signal [31].

Slika 7.1. Multiplekser HP 34970A

2. Digitalna 1/O  kartica poseduje dva 16-bitna
bidirekcionalna digitalna porta. Zadatak 1/0 kartice
je dau odgovaraju¢im intervalima obezbedinapon od
5V za LED i fotodiode, preko pratece elektronike sa
kojom je povezana preko 37-pinskog konektora.
SpecifiGan dizajn elektronike omogucava napajanje
LED-ova, kruzni ciklus za napajanje LED-ova
omogucava da one svelte jedna po jedna, od 1-10 u
obe grupe istovremeno, u taktu koji je definisan =1 ool
numericki u softveru [31]. -

Slika 7.2. Digitalna 1/0O kartica

Na slikama 7.3-7.6 prikazan je blok dijagram u vidu Seme realizovan preko platforme grafickog
jezika programskog paketa LabVIEW.
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Slika 7.4 Front panel koris¢enog programa
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121 23 13 10 58,7649 0,013968 0,013976 0,013986 0,014002 0,013976 0,013991 0,013998 0,014006 0,014015 0,013998 2,400629 0,790746 0,936176 0,48232 0,1
1301 23 13 26 25,8587 0,01405 0,014036 0,014028 0,013993 0,014017 0,014003 0,013998 0,014026 0,014031 0,013999 2,399426 0,791078 0,935121 0,48224 0,1
11 23 13 a1 52,9056 0,014002 0,014025 0,014042 (0,01401 0,01404 0,014017 0,014018 0,014003 0,014015 0,014041 2,398954 0,791437 0,934616 0,481829 0,1
151 2 13 57 19,9993 0,014018 0,014045 0,013995 0,014  0,014035 0,014013 0,014026 0,014012 0,014004 0,014006 2,399104 0,791761 0,934729 0,481488 0,1
161 23 14 12 47,087 0,014003 0,014026 0,014018 0,01403 0,014035 0,014018 0,014004 0,014055 0,014018 0,014013 2,400006 0,792508 0,935027 0,481359 0,1
7)1 23 14 28 14,2181 0,014015 0,014043 0,014042 0,014034 0,014035 0,014006 0,014067 0,014032 0,014019 0,014053 2,399437 0,793155 0,934567 0,481199 0,1
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251 23 16 31 51,1712 0,014021 0,014048 0,014015 0,014002 0,014  0,014034 0,013987 0,013992 0,013991 0,014031 2,401734 0,797187 0,936268 0,481454 0,1
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2901 23 17 33 43,6399 0,0018 0,001798 0,001734 0,001795 0,001786 0,001793 0,001795 0,001797 0,001825 0,001802 2,389603 0,789246 0,922791 0,486777 0,1
301 23 17 49 12,6868 0,001795 0,001774 0,001775 0,001778 0,001774 0,00179 0,001816 0,001797 0,001795 0,001796 2,389174 0,794506 0,921225 0,503686 0,1
311 2 13 4 41,8587 0,001779 0,001786 0,001788 0,001799 0,001805 0,001796 0,001797 0,001787 0,001792 0,001775 2,389002 0,797933 0,920352 0,515832 0,1
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351 23 19 6 38,2337 0,001783 0,001771 0,001791 0,001801 0,001801 0,001814 0,001819 0,001826 0,001785 0,001783 2,389496 0,80569 0,919825 0,536052 0,1
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381 23 19 53 55462 0,001828 0,001808 0,001814 0,001814 0,001809 0,001828 0,001811 0,001821 0,001796 0,001818 2,388873 0,809577 0,91945 0,543297 0,1
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Slika 7.5 Excel tabele za skladiStenje podataka
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Slika 7.6 Datoteke gde se ¢uvaju podaci

Na pocetnom segmentu blok dijagrama dolazi do inicijalizacije digitalne I/O kartice i multipleksera
HP 34970A. Nakon prve 1.5 s merenje pocinje tako Sto multiplekser preko odgovaraju¢eg modula
(34901 A) meri Sum na listu mernog mesta broj 1. Posle 3 s ukljucuje se LED na mernom mestu broj
1 tako §to I/O kartica Salje 5 V pratecoj elektronici, koja to prosledjuje LED-u na mernom mestu 1.
Nakon 3 sekunde od kada je pocela dasvetli LED 1, kartica I/O prestaje dasSalje napon od 5 V i dolazi
do gasenja. Vrednost signala meri se za vreme 1.5 s svetljenja LED-a (slika 7.7.). Zatim se prema
istom vremenskom intervalu, po istom principu, vr$e merenja na mernom mestu broj 2, sve dok se ne
zavrsi krug od 10 mernih mesta [55].

fotodiodac 35 3s 3s 3s 35 3s 35 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s 3s
L L L] L] | L] Lo sy
L=l AT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |
Bs Bs Bs Bs Bs Bs Bs Bs Bs Bs |
fotodioda <::I
|@ - — — — — 5V
Zetak .
pocetak merenja & 15s | 15s 4}
— — 0oV
15s ‘ 15s 15s ‘ 15s
3s 3s 3s
dioda 1 dioda 2

7.7 Grafik programskih koraka za jedan ciklus merenja [31]

Merenja su koncipirana tako da se vrednosti beleze u perodima sredine intervala kada LED svetli
(merenje signala) i ne svetli (merenje Suma). Ciklusi se vrSe istovremeno na grupi biljaka 11 na grupi
biljaka 2 (dva segmenta od po 10 mernih mesta), odnosno kada se pali LED na mernom mestu 1 grupe
1, tadase pali i LED broj 1 na mernom mestu grupe 2 i tako redomdo kraja ciklusa.
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Preko FOR petlje omoguéeno je ciklicno paljenje LED-a i sortiranje podataka u odgovarajuée excel
fajlove prema redosledu: vreme (povlaci se sa mreze direktno sa ¢asovnika racunara po redosledu
godina, mesec, dan, sat, sekund, milisekund), vrednost Suma, vrednost signala i njihova razlika za
svako merno mesto.

Zbog fluktuacije raznih spoljasnjih parametara (vlaga, CO2, pozicije na detektoruisl.) mora se izvrsiti
oduzimanje Suma. Korekcija se obavlja direktno softverski, tako Sto se prvo snimi vrednost signala
kada dioda ne sija, potom za vreme svetljenja diodei onda se samo izvr$i korekcija oduzimanjem
vrednosti. Podaci koje se dobiju predstavljaju vrednosti koeficijenata transmisije i refleksije sa lista
u voltima. Nakon prikupljanja sirovih podataka vr$i se proracun vrednosti koeficijenata transmisije 1
refleksije u procentima, na osnovu vrednosti kalibracije svakog mernog mesta opisanog u odeljku 2
ove teze.

Vremenski interval izmedu dva snimanja, ime datoteka, period snimanja zadaju se na samom pocetku
eksperimenta prikazanom na front panelu naslici 7.4. Na front panelu mogu se pratiti grafici vrednosti
koeficijenata transmisije i refleksije za obe grupe urealnom vremenu. Svako merno mesto naznaceno
je odgovaraju¢om bojom.

Svaki segment VI je pojedina¢no testiran, pre poCetka merenja vrednosti realnog sistema.
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VIII REZULTATI

Snimanje karakteristika lista biljaka nedestruktivhom optickom metodom zahteva niz dobro
kontrolisanih i sinhronizovanih postupaka, da bi se dobili relevantni podaci o stanju biljaka [60, 61].

Tokom poslednjih nekoliko godina radilo se na usavrSavanju eksperimentalne postavke, pocevsi od
preliminarne forme metode koja je detaljno opisana u magistarskoj tezi [31]. Ostvareni su potpuno
kontrolisani uslovi za merenje parametara koji uticu na stanje biljke: ambijentalna temperatura,
ambijentalna vlaga, vlaga zemljiSta’koncentracija nutritijenata za hidroponsko gajenje biljaka,
koncentracija COz, intenzitet i spektralne karakteristike izvora zracenja. Razvijen je novi softver koji
je uraden u programskom paketu LabView (opisan u prethodnom poglavlju), koji je omogucio
potpunu automatizaciju sistema, lakSe prikupljanje 1 sortiranje podataka. Zadovoljeni su svi
metroloski zahtevi u vidu kontrole opti¢kih segmenata aparature: LED-ova i panela, fotodioda,
svetlovoda, interferentnih filtera, so¢iva i nosaca listova.

Do sada su izvrSena merenja uz kompletnu obradu podataka za sledece biljne vrste: Ocimum
basilicum, Phaselolus vulgaris, Zea mays, Guzmania lingulata, Vriesea carinata, Tillandsia
brachycaulos, Ananas comosus, Bryophyllum daigremontianum, Capsicum annuum, Tillandsia
xerographica, Carya illinoinensis, Juglans ailantifolia var. cordiformis, Variegated geranium,
Quercus variabicis, Ginko biloba, Betula alba i Rosa sp.

Zbog dovoljnog broja mernih mesta obezbedena je bolja statistika, a dobijeni podaci su
reprezentativni, reproducibilni, karakteristicni za razli¢ite biljne vrste i pouzdani za detaljnije
bioloske analize.

8.1. Dokaz koncepta rada aparature

Prvi test eksperimenti u svojstvu dokaza koncepta rada aparature izvrSeni su snimanjem optic¢kih
karakteristika lista biljke Phaseouls vulgaris, kao pripadnika C3 grupe biljaka. Kao $to je pomenuto
u nekom od prethodnih poglavlja, naziv su dobile zbog ¢injenice daje prvi proizvod fotosinteze kod
njih ugljenikovo jedinjenje koje sadrzi 3 ugljenikova atoma. Ove biljke zive u okruzenju koje se
odlikuje umerenim svetlosnim zracenjem i temperaturom, a vise su fotosintetski aktivne od drugih
biljnih vrsta (C4 i CAM).

Najpre su semena P.voulgaris postavljena za klijanje u komercijalnom humusu, a 7 dana nakon
klijanja, kada su biljke dobile prvi par listova, postavljene su na merna mesta. Na 20 mernih mesta
postavljeno je 20 biljaka iste starosti i velic¢ine, podeljenih u 4 grupe po 5 biljaka. Svaka grupa rasla
je pod razli¢ito kontrolisanim svetlosnim uslovima.

Svetlosni uslovi za 4 grupe biljaka:
I grupa — biljke su uzgajane u mraku (24 sata).

Il grupa — biljke su uzgajane u rezimu dnevne svetlosti (snimanje je bilo u martu 2020. godine, u
periodu prirodne osvetljenosti od 6 h ujutru do 18 h uveée na poziciji odredenoj kordinatama:
44.8246°N 20.4581°E).

I11 —biljke su uzgajane u LED rezimu (24 sata).
IV — biljke su uzgajane u kombinovanom rezimu LED-a (rezim III) i dnevne svetlosti (rezim II).

Eksperimentalni podaci prikupljani su dve nedelje i ponovljeni 3 puta u potpuno istim uslovima.
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Na kraju eksperimenta prikupljeni su uzorci biljnog materijala. Pigmenti su ekstrahovani iz 100 mg

smrznutog biljnog materijala ¢iji je prah rastvoren u 96% etanolu, a apsorbanca ovog ekstrakta
merena je pomocu UV-VIS spektrofotmetra na tri talasne duzine: 470 nm, 648 nm i 664 nm.

Koncentracija pigmenata (hlorofili i karotenoidi) odredena je kvantitativno preko Lihtentalerove
(Lichtenthaler) jednacine [40]:

C(a+b)=5.24A664+22.24 Assg (8.1)
za ukupan sadrZaj hlorofila.

Za hlorofil a i hlorofil b date su sledece jednacine, respektivno:

Ca=13.36 A664—5.19 Asas (8.2)
Cp=27.43 Ap48—8.12 As64 (8.3)
Za ukupni sadrzaj karotenoida:

C (x+)=(1000 A470—2.13 C4—97.64 C»)/209 (8.4)

Na slici 8.1. prikazane su vrednosti koeficijenata opti¢ke transmisije u funkciji vremena u
vremenskom intervalu od 7 dana za sve Cetiri grupe biljaka.
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Slika 8.1. Zavisnost opticke transmisije T(%) u funkciji od vremena (pocev od ponoéi) za grupe 1-4
respektivno [55]
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Slika 8.2. Srednje vrednosti koeficijenta apsorbance (crvena skala) i koeficijent transmisije (zelena
skala) za sve 4 grupe biljaka [55]

Najvecéa vrednost apsorbance dobijena je za | grupu biljaka (uzgajanu u mraku). Ista grupa biljaka
imala je najnizu vrednost koeficijenta transmisije. Zanimljiva je vrednost porasta transmisije Sestog
dana, koja ukazuje da je biljka izgubila sposobnost oporavka i da je nastupila ¢elijska smrt.

Grupa Il pokazuje jasno definisan Cirakadijumski ritam (slika 8.3.), na kom se vidi da je vrednost
koeficijenta transmisije najniza u podne, a najvisa u pono¢. Ovo Se moze objasniti aktivno$éu
fotosintetickih pigmenata [60]. Nasuprot tome, najveca vrednost apsorbance dobijena je u podne, a
tada je fotosintetski proces najintenzivniji. Naslici 8.3. jasno se vidi da je u periodima redukovanog
osvetljenja (popodne, na primer) transmisija u porastu, sto ukazuje datokom sedmodnevnog snimanja
porast transmisionog koeficijenta indicira starenje lista, tj. po¢etak degradacije hlorofila.
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Slika 8.3. Vrednost svetlosnog fluksa (narandzasta linija) i koeficijenta transmisije (zelena linija) u
funkciji od vremena za grupu broj 11 koja je gajena u rezimu dnevne svetlosti [55]
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Apsorbanca I11 grupe bila je niza u odnosu na grupu 11, a jedan od razloga ovako niske vrednosti
moze da bude spektralna raspodela LED panela koris¢enog za osvetljavanje ove grupe biljaka, koja
je sigurno u potpunosti odgovarala apsorpcionim maksimumima fotosintetic¢kih pigmenata.

Vrednost apsorbance je bila najniza za grupu IV (kombinovano LED i dnevno osvetljenje). Ovaj
rezultat moze se objasniti ¢injenicom dasu biljke bile previse izloZene svetlu, tj. daje fotosintetski
sistem bio prezasic¢en svetloscu [62].

Nasuprot opadanju vrednosti apsorbance od grupe | do grupe 1V, vrednosti koeficijenta transmisije
rastu po grupama, respektivno (Slika 8.2.). Drugim reCima, grupa IV propustila je najviSe svetlosti,
odnosno apsorbovala je najmanje svetlosti zbog prezasi¢enosti fotosintetickog sistema.

Izmerene vrednosti fotosintetickih pigmenata date su na slici 8.4.
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Slika 8.4. Koncentracija ukupnog hlorofila a i b, karotenoida i odnos hlorofila a i b [55]

Najveca vrednost koncentracije hlorofila dobijena je kod biljaka koje su bile izlozene LED-u i
dnevnom rezimu osvetljenja (I grupa), dok je za biljke koje su rasle u rezimu mraka bila najniza.
Vrednosti koncentracije karotenoida, u potpunosti prate vrednosti koncentracije hlorofila, a rezultati
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se slazu sa podacima koji su dobijeni u drugim radovima [41, 42, 45]. Ukupna koncentracija hlorofila
raste kod biljaka koje su bile izlozene dnevnom rezimu (II grupa) i rezimu LED-a (I11 grupa), a
vrednosti su viSestruko vece nego za grupu . Odnos hlorofilaa/b za IV grupu je najnizi, §to pokazuje
daje ova grupa bila izloZena uslovima Koji nisu optimalni (kombinovano LED i dnevno osvetljenje)
[39]. Za grupe 111 111 ovaj odnos je isti, §to je zanimljivo u poredenju sa Cinjenicom da je ukupni
hlorofilni sadrzaj za grupu III duplo veéi od hlorofilnog sadrzaja grupe II. LED osvetljenje je u
velikoj meri odgovaralo I11 grupi.

Biljke P.Vulgaris rasle su u pazljivo izabranim eksperimentalnim uslovima. Doslo je do slaganja
izmerenih vrednosti koeficijenata opticke transmisije i koncentracija fotosinteti¢kih parametara. Po
prvi put su snimljeni pravilni cirkadijumski ritmovi, koji nikada pre nisu izmereni optickom
metodom.

Na osnovu dobijenih rezultata doslo se do zakljucka da predstavljena nedestruktivna opticka metoda,
koja meri koeficijente opticke transmisije na osnovu oblika grafika cirkadijumskog ritma, moze da
prati fiziolosko stanje i zdravlje biljaka. Ovim dokazom koncepta otvorena su vrata ovoj metodi za
merenje Sirokog spektra bioloskih fenomena.

8.2. Detekcija nutritivnog stresa hidroponski gajenih biljaka

8.2.1. Uvod

Bosiljak je lekovita biljka, bogata antioksidansima i fenolnim jedinjenjima, sa jakim
antioksidativnim, antikancerogenim i antibakterijskim svojstvima [63]. Dobro je prilagodena gajenju
u hidroponim uslovima gajenja biljaka i sistemima poljoprivrede sa kontrolisanom okolinom [64].
Optimalno snabdevanje hranljivim materijama, tokom rasta i razvoja biljke u hidroponskom sistemu
od najvece je vaznosti za karakteristike kvaliteta biljke (hranljiva vrednost, koncentracija bioaktivnih
jedinjenja, biomasa, itd.). Makronutrijenti i mikronutrijenti neophodni su za odrzavanje optimalnog
rasta i zdravlja biljke. Na primer, precizno odredena koncentracija nutrijenta Fe klju¢na je za
optimalna antibakterijska svojstva biljke [65].

Hidroponsko gajenje biljaka je tehnika gajenja bez upotrebe zemlje, koncipirana tako da direktno
izlozi korenove biljaka direktno hranljivom rastvoru. Koncentracija hranljivin materija u rastvoru
odrzava se u okviru odredenih granica svih esencijalnih elemenata. Visoke koncentracije
makroelemenata ispoljavaju toksi¢nost, dok nedovoljno snabdevanje hranljivim materijama dovodi
do simptoma nedostatka u biljkama. Kada se pojave specifi¢ni simptomi (usporen rast i specificni
simptomi na listovima, kao $to su razli¢iti oblici hloroza i nekroza) obi¢no je prekasno za korekciju
koncentracije elemenata i pH vrednosti rastvora i to je razlog zbog kog je vazno odrzavati
odgovaraju¢u homeostazu (ravnotezu) jona tokom biljne proizvodnje u hidroponskim sistemima [66].

Gvozde je, na primer, vazan deo U respiratornom sistemu i sistemu transporta elektrona biljke i
ucestvuje u biosintezi hlorofila, dok niska koncentracija gvozda moze ozbiljno uticati na rast biljaka
[67]. Gvozde u visim koncentracijama od optimalne moze biti Stetno, stvarajuéi neravnotezu izmedu
oksidanata i antioksidanata, putem Fentonove reakcije [68], izazivajuéi oStecenje ¢elija. Kada biljci
nedostaje gvozde, jedna od vidljivin posledica je hloroza listova. Medutim, mnogo pre pocetka
hloroze, biljka je ve¢ dozivela znacajan nutritivni stres.

Imajuéi u vidu sve izloZeno, za test biljku narednog eksperimenta uzet je Ocmium basilicum [69].
Biljke su podeljene u grupe, tako Sto je svakoj od grupa isklju¢en jedan od esencijalnih elemenata iz
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hidroponskog rastvora (Fe, Mg, P, N). Kontrolna grupa je, takode, gajena pod istim ambijentalnim
uslovima, osim toga sto je rasla u kompeltno balansiranom hranljivom rastvoru. Da bi se pokazala
efikasnost ove opticko nedestruktivne metode, stanje biljke procenjeno je 1 drugim uobiCajenim
metodama, kao S$to je odredivanje sadrzaja fotosintetiCkih pigmenata (destruktivna) i merenje
efikasnosti fotosistema (nedestruktivna).

Eksperimentalna postavka obuhvatala je 18 mernih mesta, planiranih za 6 grupa po 3 merna mesta,
na preostala 2 slobodna mesta, postavljeni su neutralni filteri radi kontrole stabilnosti sistema.

Grupe biljaka:

Grupa I: Biljke su rasle u kompletnom hranljivom rastvoru [C].

Grupa I1: Biljke su rasle u rastvoru bez Fe [-Fe].

Grupa I11: Biljke su rasle u rastvoru bez Mg [-Mg].

Grupa 1V: Biljke su rasle u rastvoru bez P [-P].

Grupa V: Biljke su rasle u rastvoru bez N [-N].

Grupa VI: Biljke su rasle u tretmanu gladovanja (,,iscrpljene biljke™) [-E]

Radi lakse zamene hranljivog rastvora bez pomeranja biljaka i ogranienja prodiranja svetlosti u
podru¢ju korena, konstruisane su odgovarajuce saksije. Ru¢no radjene saksije od stirodura
presvucene su aluminijumom i svaka od njih sadrzala je grupu od 3 biljke. (Slika 8.5.)

Slika 8.5. Sematski prikaz saksije gde je gajen Ocmium Bacilium [69]

Biljke bosiljka dobijene su iz komercijalno dostupnog semena. Seme je klijalo na vlaznom filter
papiru na 25 °C, a zatim su klijavci preneti na ja¢i, modifikovani, hranljivi rastvor. Konacne
koncentracije soli u hranljivom rastvoru bile su (izrazene u mmolL1): 0.35 K2S04, 0.05 KCI, 1.00 Ca
(NO3)2,0.25 MgS04, 0.05 KH2PO4; i u umol L™1:5.00 H3BOs3, 0.25 MnS04, 0.25 ZnS04,0.1 CuSOs,
0.005 (NH4)sM07024,120.00 Fe!''EDTA.

Biljke su rasle u hranljivim rastvorima sa kontinualnom aeracijom. Posle 4 nedelje u kompletnim
rastvorima biljke su prenete u sudove zapremine 1 | (jedna biljka po sudu)i tadasu smesStene na merna
mesta opisanog mernog sistema (3 merna mesta po grupi biljka).

U ovoj fazi istrazivanja pocelo je pracenje optickih svojstava listova biljaka. Hranljivi rastvori su
menjani na svaka 3 dana. Vrednosti opti¢ke transmisije belezene su u vremenskim intervalima od 15
minuta u trajanju 9 dana. Za svaku biljku odabran je treéi list od apikalnog vrha biljke za snimanje
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optickih karakteristika. U toku merenja na osnovu oblika cirkadijumakog ritma, pocinje da se
primecuje nedostatak odredenih hranljivin materija za svaku grupu, ponaosob.

Slika 8.6. Biljka Ocmium Bacilium [69]

8.2.2. Odredivanje efikasnosti fotosistema ||

Na kraju eksperimenta, efikasnost fotosistema Il procenjena je merenjem parametrara fluorescencije
hlorofila, koja ukazuje na to da li postoji uticaj faktora stresa okoline na fotosintezu. Da bi se utvrdili
efekti stresa zbog nedostatka hranljivih materija na fotosintetske elemente, koriS¢eni su parametri:
minimalna (Fo) i maksimalna (Fm) fluorescencija nakon 30 min perioda adaptacije na tamu i
fotosinteticka efikasnost PSII (Fo-Fm) / Fm (Fv / Fm). Podaci su prikupljeni mernim uredajem
FluorPenFP 110. Hlorofil je pobudivan svetlosnim impulsom (u trajanju od 2 do 5 s), sa gustinom
fluksa fotona od 200 wmol m? st i 400 pumol m? s1. Merenja su izvrSena 4h nakon pocetka
fotoperioda u komori. Osamnaest biljaka je analizirano merenjem parametara u 9 kanala na tri
tretirane biljke, na potpuno razvijenom drugom i tre¢em listu od apikalnog vrha biljke.
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8.2.3. Odredivanje sadrzaja fotosintetickih pigmenata

Sadrzaj fotosinteti¢kih pigmenata odreden je spektrofotometrijski u ekstraktima acetonskih pigmenta
listova (mladi, potpuno razvijeni listovi, od apikalnog vrha biljke). Sveza masa lista (FW) od 1 g je
homogenizovana u 10 ml acetona. Da bi se sprecilo Kiseljenje rastvora, dodata je mala koli¢ina
MgCOs. Posle homogenizacije sadrzaj je filtriran kroz stakleni filter. Ekstrakti pigmenta su
kvantitativno prebaceni u volumetrijske boce od 25 ml i razblaZeni acetonom. Apsorpcije ekstrakata
su ocitane na spektrofotometru (Thermo, Tipe evaluation 300 UV-Vis Spectrophotometer) na
talasnim duzinama od 662 nm, 644 nm i 440 nm. Koncentracija hlorofila a, hlorofila b i ukupnih
karotenoida su izraCunati prema Wettstein formuli izrazene u mg-g-* (FW).

8.2.4. Odredivanje tezine izdanaka i korena

Posle tretmana biljke su osuSene na 70 C do konstantne mase. Izmerena je suva masa izdanaka i
korena (DW) po biljci (g) i izraCunat je odnos koren/izdanak.

8.2.5. Statisticka analiza

Podaci su obradeni analizom varijanse (ANOV A) koris¢enjem statistiCkog softvera ,,Statistica 6”
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Odredene su srednje i1 standardne greske (SE) za procenjene
parametre. Za poredenje vrednosti aritmetickih sredina grupa koris¢en je ,,FiSerov LSD test”.

8.2.6. Rezultati

Na slikama 8.7. (a—e) prikazane su vrednosti koeficijenata transmisije u procentima u funkciji
vremena za kontrolnu grupu u poredenju sa ostalih 5 grupa. Vremenski interval koji je obuhvacen
grafikom je 9 dana, po¢ev od prvog dana nakon prve promene hranljivog rastvora. Vrednosti opticke
transmisije i refleksije merene su na svakih 15 minuta [55].

Svih Sest grupa pokazuju jasno definisane dnevno-noéne cirkadijumske ritmove sa delimi¢nim
promenama u vrednostima koeficijenata transmisije. Radi adekvatnijeg poredenja pojedina¢nih
signala, analizirane su samo relativne promene vrednosti opticke transmisije. Razlika u procentualnoj
vrednosti koeficijenata opticke transmisije zavisi od debljine lista i ugla lista u odnosu na svetlovod.

Cirkadijumski ritam svake grupe je periodi¢na funkcija koja moze da se opise dvema funkcijama:
dnevni lokalni minimum (linearna) i dnevni lokalni maksimum (trigonometrijska funkcija sa
odredenom promenom amplitude).

Kontrolna grupa [C] pokazuje spororastu¢u funkciju sa konstantnim vrednostima dnevnog lokalnog
minimuma (bazna linija) i dnevnog lokalnog maksimuma sa konstantnom dnevno-noénom
amplitudom. Vrednost se menjala od 20% (tokom dana) do 28% tokom no¢i. Devet dana nakon
tretmana vrednosti funkcija ostale su konstantne.

Na slici 8.7.a) prikazane su promene koeficijenata transmisije u funkciji vremena za drugu grupu
[-Fe] u poredenju sa kontrolnom grupom [C]. Tre¢eg dana, nakon prve promene hranljivog rastvora,
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dnevni lokalni minimum ukazuje na sporo rastu¢u funkciju sa linearnim porastom. Devet dana nakon
tretmana amplitude dnevnog lokalnog maksimuma ostale su konstantne, ali je vrednost lokalnog
minimuma porasla 16% u poredenju sa vrednostima prvog daana.

Treca grupa [-Mg] je uporedena sa [C] (Slika 8.7.b)). Tre¢eg dana nakon tretmana, dnevni lokalni
minimum pokazuje linearni porast u odnosu na baznu funkciju. Devet dana nakon tretmana,
amplitude lokalnog maksimuma ostale su konstantne, ali je vrednost lokalnog minimuma porasla za

20% u poredenju sa vrednostima prvog dana.
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Slika 8.7. a) Varijacija propusnosti T (%) u funkciji vremena u danima (pocevsi od pono¢i) grupa I
(kontrolna grupa) - crna, i grupa Il nedostatak [-Fe] — bordo boja [69]
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Naslici 8.7. c) prikazane su vrednosti koeficijenata opticke transmisije u vremenu za grupu [-P], koja
je, takode, uporedena sa kontrolnom grupom. Cetvrti dan nakon tretmana dnevni lokalni minimum
pokazuje linearni porast, s druge strane, amplituda dnevnog lokalnog maksimuma opada 1.5 puta.
Devet dana nakon tretmana amplituda dnevnog lokalnog maksimuma poraste 3 puta, dok se dnevni
lokalni minimum promeni za 23% u poredenju sa vrednostima prvog dana.

Peta grupa [-N] uporedena sa [C] pokazuje vrednosti prikazane na slici 8.7.d). Drugog dana nakon
tretmana dnevni lokalni minimum pokazuje sporo rastuéu linearnu funkciju, a veé¢ Cetvrtog dana
nakon tretmana dnevni lokalni minimum prelazi u brzorastucu funkciju sa znacajnom promenom
vrednosti amplitude dnevnog lokalnog maksimuma. Devet dana nakon tretmana, amplituda je opala
¢ak tri puta, dok je vrednost dnevnog lokalnog minimuma porasla za 23% u poredenju sa prvim
danom.
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Slika 8.7. ¢) Varijacija propusnosti T (%) u funkciji vremena u danima (pocevsi od pono¢i) grupa I
(kontrolna grupa) — crna, i grupa Il nedostatak [-P] — ljubicasta boja [69]

Sesta grupa [-E] (tretman gladovanja nutrijentima) takode je uporedena sa [-C], a rezultati su
prikazani na slici 8.7.e). Tre¢eg dana nakon pocetka tretmana funkcija dnevnog lokalnog minimuma
pokazuje sporo rastucu linearnu funkciju sa primetnom promenom amplitude dnevnog lokalnog
maksimuma. Devet dana nakon tretmana vrednosti koeficijenata transmisije promeni se za 21%, dok
se amplituda dnevnog lokalnog maksimuma promeni dva puta, u poredenju sa prvim danom.

U eksperimentu koncentracije hlorofila-a i hlorofila-b posebno su se smanjile u tretmanima [-N],
[- Mg] i [-P], 9 dananakon izgladnjivanja specifi¢nim hranljivim materijama. Ovo je jasan pokazatel]
uoCenog nutritivnog stresa. Tretmani [-E] 1 [-Fe] nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u
poredenju sa kontrolnim biljkama (tabela 1 i slike 8.8. a—d). Koncentracija karotenoida znacajno je
smanjena samo u listovima iz grupa [-N] i [-Mg] (tabela 8.1 i slika 8.8.d))
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Slika 8.8. Sadrzaj fotosintetickog pigmenta: srednje vrednosti i standardne greske. Sadrzaj hlorofila
a + b, sadrzaj hlorofila a, sadrzaj hlorofila b, sadrzaj karotenoida.

Suva masa korena (g)

Slovo u srednjoj vrednosti oznacava statisticki znacajnu razliku u koncentraciji pigmenta u
poredenju sa kontrolom pri P <0,05. [69]

o " Fen “Mg" wpr N =
Grupa biljaka

Suva masa nadzemnog dela (g)

ol "Fe" Mgt Pt N g

Grupa biljaka

Slika 8.9. Suva masa korena i izdanaka: srednje vrednosti i standardne greske. [69]



Tabela 8.1. Koncentracija fotosintetickih pigmenata: srednje vrednosti i standardne greske. [69]

Grupa biljaka Hlorofil a Hlorofil b Hlorofil a+b Karotenoidi
[mg/g] [ma/g] [ma/g] [ma/g]

[C] (0.58+0.04)d (0.2440.02)d (0.81+0.06)d  (0.188+0.005)d
[-Fe] (0.4440.08)cd  (0.1840.03)cd  (0.62+0.11)cd (0.1740.02)c
[-M] (0.29+0.08)ab  (0.12+0.03)ab  (0.40+0.11)ab (0.1340.03)b
[-P] (0.4740.01)cd  (0.175+0.008)c  (0.644+0.013)cd  (0.176+0.005)c
[-N] (0.1440.01)a  (0.065+0.007)a  (0.206+0.014)a  (0.08610.004)a
[-E] (0.32+0.03)bc  (0.141+0.007)bc  (0.46+0.04)bc  (0.166+0.008)bc

Suva masa (DW) izdanaka znac¢ajno se smanjila u [-N] i [-E] grupama. Suva masa (DW) korena
znacajno je smanjena u grupama [-N], [-Mg] i [-E]. U svim ostalim tretmanima primeceno je samo
blago smanjenje DW (Tabela 8.2, Slika 8.9. a-b).

Tabela 8.2. Suva masa korena i izdanaka: srednje vrednosti i standardne greske [69].

DW+ADW DW+ADW
Grupa biljaka [0] [0]
nadzemni deo koren

[C] (control) (2.71£0.5)b (0.8+0.2)a
[-Fe] (2.78+0.03)b (0.7440.04)a
[-Mg] (2.8240.09)b (0.5240.04)a
[-P] (2.240.4)ab (0.70 £ 0.06)a
[-N] (1.440.2)a (0.53+0.13)a

[-E] (exhausted) (1.5+0.2)a (0.6+0.3)a

Smanjenje DW primeceno je samo kod listova sa izrazenom hlorozom. U eksperimentu parametri
fluorescencije: minimum (Fo) i maksimum (Fm) i fotosinteticka efikasnost (Fv/Fm) (tabela 8.3, slike
8.10. a-c) ukazuju na nutritivni stres u [-N], [-Mg] i [-E ] tretmanima (slika 8.7.b)). U ovim
tretmanima vrednost je bila najniza u grupi [-E ] ,.iscrpljene biljake* (0,39), Sto ukazuje na veoma
nisku aktivnost fotosistema II listova prilagodenih tami. Tretmani [-P] i [-Fe] su bili u istoj
homogenoj grupi sa kontrolom (Fv / Fm od 0,80 do 0,82), §to ukazuje da aktivnost fotosistema II nije
bila znacajno pogodena (Slika 8.10.b)).
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Slika 8.10. Parametri Fo, Fm i Fv/Fm: srednje vrednosti i standardne greske. [69]
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Tabela 8.3. Parametri Fo, Fmi Fv/ Fm: srednje vrednostii standardne greske.

Grupa biliaka (FO+AF0) - 10° (FmAFm) - 10% (=A%) - 107!

[C] (12.040.6)  (63.040.2)ab  (812.0 +6.0)a
[Fe] (10.0+0.5) (55.040.6)b  (818.0 + 14.0)a
[-Mg] (17.040.3) (51.040.4)b (6.740.4)bc
[-P] (13.0+0.6)  (61.0+0.3)ab (8.040.1)ab
[-N] (300.0+3.0) (80.040.6)a (7.240.3)ab
[-E] (400.046.0)  (64.0+1.6)ab (4.0+1.1)c

8.2.7. Diskusija dobijenih rezultata

Analiza hranljivih materija u biljkama podrazumeva destruktivnu proceduru potrebnu za procenu
statusa nutrijenata. Zasniva se na hemijskim i histohemijskim metodama (analiza koncentracije) ili
biohemijskim metodama za procenu aktivnosti enzima. S druge strane, indirektne, nedestruktivne
metode, zasnovane na florescenciji hlorofila, ¢esto nisu najbolji izbor, jer nedostatak hranljivih
materija nije uvek povezan sa smanjenjem aktivnosti fotosistema Il. Ovo je dokumentovano za
slucajeve nedostatka gvozda i fosfora. Na primer, u eksperimentu na biljkama je¢ma (Hordeum
vulgare) sa nedostatkom fosfora kvantna efikasnost PSII (Fv/Fm) nije bila adekvatna da napravi
razliku izmedu tretmana i sve izmerene vrednosti dostigle su vrednosti bliske teorijskom maksimumu
od 0,83 [70]. U istrazivanju Moralesa [71] listovi sa nedostatkom Fe nisu pokazali smanjenje
efikasnosti fotosistema 11 nakon adaptacije na mrak, $to se slaze sa rezultatima kvantne efikasnosti
dobijenim u eksperimentu, medutim modifikovani grafici cirkadijumskih ritmova u eksperimentu,
ipak ukazuju na izlozenost biljaka stresu.

Dobijeni rezultati pokazuju da je efikasnost PSII listova Ocimum basilicum, prilagodenih mraku,
dobar pokazatelj nutritivnog stresa za biljke izlozene nedostatkuazota i magnezijuma. Ovo zapaZanje
je u skladu sa prethodnim nau¢nim rezultatima na razli¢itim biljnim vrstama [72-75].

- 80 -



8.2.8. Zakljucak

Prikazani rezultati pokazali su znacajan potencijal predloZene opticke metode za rano otkrivanje
stresa biljaka pri hidroponskom gajenju. Razne bioloske metode (kako destruktivne, tako i
nedestruktivne) uporedene su sa rezultatima dobijenim novom optickom metodom. U poredenju sa
kontrolnom grupom, tretirane biljke su kroz novu metodu ukazale na modifikovane cirkadijalne
ritmove, §to nedvosmisleno ukazuje na prisutan nutritivni stres. Stavise, podetak uoéenih promena
optickog prenosa deSava se mnogo pre nego Sto se stres biljaka moze uociti tradicionalnim metodama.
Ovaj podatak omogucéava ranu detekciju i prevenciju nedostatka nekog nutritijenta u hidroponskim
uslovima gajenja. Dodatna prednost opisane metode je Cinjenica da je nedestruktivna.

8.3. Reakcija biljaka na razli¢it intenzitet svetla

Razli¢itim biljnim vrstama odgovaraju drugaciji uslovi za najbolji rast i razvoj. Kao test biljka uzeta
je muskatla koja ima belu obojenost na obodima zelenih listova. Za kontrolno merno mesto uzet je
uzorak teflona, buduéi da ima konstantnu vrednost opticke transmisije bez obzira na jacinu zadatog
osvetljenja. Dobijeni podaci snimljeni su na najmanjoj vrednosti dimovanog osvetljena koris¢enih
LED panela. Zuta polja na graficima predstavljaju oblasti kada je ukljudeno svetlo (slika 8.11).

Pokazuje se da postoji neznatna razlika izmedu vrednosti koeficijenata opticke transmisije bele
povrsine zelenog lista muslkatle 1 teflona, dok sa druge strane, zeleni deo lista pokazuje periodi¢ne
Cirkadijumske ritmove. Zeleni deo lista razli¢ito reaguje na razli¢ite jaCine osvetljenja panela (slika
8.12.). Pri visokom intenzitetu svetla pojavljuje se ,,svetlosni sok™ (slika 8.13.), koji predstavlja
pojavu koja se trenutno ispituje.
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Slika 8.11. Grafik zavisnosti vrednosti opti¢ke transmisije teflona, zelenog ibelog dela lista muskatle
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osvetljenja zelenog lista muskatle
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8.4. Test merenja radena na razli¢itim biljnim vrstama
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IX ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj tezi predstavljena je eksperimentalna postavka nedestruktivne opticke metode
namenjene za pracenje stanja i metabolizma biljaka, koja zadovoljava sve stroge metroloske
standarde. U prethodnom poglavlju predstavljeni su i prodiskutovani rezultati dobijeni na osnovu
monitoringa opticke transmisije zivih biljaka u realnom vremenu. Ovo je ujedno i prvi zapis
cirkadijumskih ritmova u vidu grafika zavisnosti opticke transmisije u vremenu merenih u duzem
vremenskom intervalu tokom rasta biljaka.

Kao dokaz koncepta predstavljeni su rezultati prve test biljke uz pazljivo odabrane uslove rasta.
Potvrdu metode pokazala su slaganja rezultata cirkadijumskih ritmova sa izvrSenim biohemijskim
analizama.

Sledeca eksperimentalna postavka, primenjena na drugu test biljku gajenu u hidroponskim uslovima,
pokazuje potencijal aparature dapostane opticki detektorza ranu predikciju stresa biljke uzrokovanog
nedostatkom nekog od esencijalnih elemenata u njenom rastu i razvoju. Za potvrdu metode izvedene
su odredene biohemijske analize, koje se slazu sa modifikovanim grafikom, dobijenim u odnosu na
pravilan grafik cirkadijumskog ritma svojstven kontrolnoj grupi biljaka.

Kao §to je ve¢ pomenuto, gajenje biljaka pod odredenim uslovima podrazumeva i vestacko
osvetljenje koje se u datomtrenutku ukljucuje i iskljucuje. Merenja pokazuju da prilikom uklju¢ivanja
I isklju¢ivanja osvetljenja biljka trpi ,,svetlosni Sok”, koji je testiran promenom intenziteta svetlosti
odredene test biljke na 4 rezima. Kako bi se unapredila svojstva izvora svetlosti, trebalo bi napraviti
svetlosni izvor koji ¢e imati opciju simulacije promene intenziteta svetlosti, koji prate smenu danai
no¢i i time u potpunosti oponasati prirodni tok izlaska i zalaska sunca.

Na osnovu ovih merenja postoji moguc¢nost formiranja baze podataka za upisivanje parametara za
najefikasniji rast kako aktuelnih hotrikulturnih, tako i drugih biljaka. Takode, iz dobijenih
eksperimentalnih rezultata mogu se napraviti simulacije u odgovaraju¢im programima, koje bi mogle
da predvide najoptimalnije uslove rasta i kvaliteta biljaka. Postoji jo§ mnogo potencijala za dalji rad
1 unapredenje mernog sistema, koja bi podrazumevala pobiljSanje optike i elekronike sistema,
adaptaciju sistema koja se bazira na fizici senzora i automatskog upravljanja, pisanje odgovarajucéih
programa za analize i simulacije signala, kao i neizostavnu saradnju sa drugim naucnicima
istraziva¢ima koji se bave fiziologijom biljaka.

Opisana metoda posmatra povrsinu lista od 3 mm?, iako struktura lista nije homogena sredina. Jedan
vid poboljSanja bio bi skeniranje vece povrSine lista u formi matrice koji bi uz povecan broj merenja
na datoj povrsini obezbedio bolju statistiku.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju da merenja transmisije lista daju pouzdanije podatke za
analizu stanja biljke, medutim metoda daje 1 dobru povezanost sa refleksijom lista koja je od
posebnog interesa za snimanje stanja biljaka koje se gaje na velikim povrS§inama i prate putem
dronova, aviona i satelita.

Ovo je jedan od koraka ka identifikaciji jedinstvenih spektralnih odgovora uz razumevanje fizickih i
mikrobioloskih fenomena odgovornih za predvidanje automatizacije proizvodnje osnovnih resursa u
lancu ishrane ¢ovecanstva.

Ova metoda moze da ima primetnu ulogu u razvoju poljoprivrede: preciznije predvidanje perioda
najve¢ih prinosa biljaka, znacajne ustede ulozenih sredstava, brze industrijalizacije velikih
poljoprivrednih resursa, da olakSanje stvaranja malih, kucnih, pametnih basti. Ona pokazuje
optimalan odnos nutritijenata potrebnih za rast biljaka, koji omoguc¢ava da se potisne ili smanji
potreba za hemijskim ragensima u korist kvalitetnijeg krajnjeg proizvoda i boljeg zivotnog standarda.
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Metod bi mogao biti primenjen kako u laboratorijskim kontrolisanim uslovima, tako i napolju, na
otvorenom. Bio bi efikasan za ispitivanje uslova pod kojim biljka najbolje napreduje, bilo dase radi
0 hortikulturnoj ili nekoj drugoj biljnoj vrsti.

Trenutna opticka merenja zasnovana su na relativno direktnom sistemu detekcije svetlosti, u cijem je
osnovu direktno pojac¢avanje signala od svetlosnih senzora, koje ukljucuje ozbiljan proces korekcije
varijacije intenziteta LED-ova, koje se koriste kao izvori svetlosti. Ovaj sistem moze se unaprediti
koris¢enjem ,,Lock-in-a ”’[50], koja ¢e poboljsati osetljivost i efikasnost merenja, a time prosiriti
opseg primene ove opticke nedestruktivne metode.
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High Lumen Samsung LM301H

[ Actual Power]

:1250W

[LED Chip) :|Samsmg LM301H

Klnput Voltage ]

:|AC 100277V

[Heat Sink Size) :|600*195%10mm

[ Driver:) :|Meanwell Driver ELG-240H-48B

[ Luminous Efficiency) :/230~250 ln'w

[ Warmanty) :|5 Years

[CCTY :{3000K 3500K,3000K+660NM,3500+660NM,UV,IR

[Life]

:{>50,000h

[ Working Enviroment]) :|-20°C-45°C

[ Dimmable ] :|Yes

[ Gross Weight] :|4 35kg

Prilog 2. Tehnicke karakteristike koris¢enih panela

NETESH®

Digital Lux Meter
NK-W2

(0-200,000Lux/20,000Fc)

Prilog 3. Uredaj za merenje jacine osvetljenja
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OHSP350P

PLANT LIGHTING [TE—
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350-800nm

Prilog 4. Spektrofotometar OHSP350P

USB4000
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602 METER

This CO2/TEMP/RH DATA LOGGER is used for measuring
CO2 concentration, temperature, humidity, dew point
temperature and wet bulb temperature.

CO2/Temp./RH DATA LOGGER

Prilog 6. Data logger za merenje temperature, koncentracije CO2 i vlaznosti vazduha

Temperature Data logger

R

USB data cable Data can be corrected

Accuracy £0.5°C Buzzer alarm
T />
i )
=
Y —— 5
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Prilog 7. Data logger za merenje temperature pratece elektronike
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Ilornuc ayropa

Y Beorpaay, 20.05.2022. ro s ;:/’/kl
,5:1.7.5( /2
/. & /




obpasay uzfase o kopuwhersy

H3jaBa o Kopumhemwy

Opnawhyjem Yuupepautercky 6ubnuorexy ,Ceetozap Mapkosuh” ga y Jururanuu
penosuTopujym YHuBepsHTeTa y beorpasy yHece Mojy MAOKTOPCKY JAMCEpTaLHjy Noj
HAaC/10BOM:

..IlpnmeHa HelecTPYKTHRHUX OMTHYKHX METO/A V MPOLICHH CTakha U MeTaboIu3Ma Ouspaka’”

KOja je Moje ayTopCcKo Aeo.

Muceprauujy ca cBUM NpH/I03MMa Mpejac//aa caM y eleKTPOHCKOM $opMaTy MOroJHoM 3a
TPajHO apXHBUpaH-E.

Mojy LOKTOPCKY AucepTalujy noxpakweny y JIMPHTa/JIHOM PeNo3UTOPHjyMy Y HHBEp3UTeTa y
Beorpapy u gocTynHy y 0TBOPeHOM NPHUCTYNY MOTY /1a KOPUCTE CBH KOjU MOWITYjy ogpesnbe
caapxaHe y ogabpanom Tuny auneHue KpeatusHe sajegnuue (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce oJ/1y4yHo/ia.

1. AytopcTso (CC BY)
@y’ropcmo - HekoMepuHujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO - HeKoMepIHjasHo - Ge3 npepasa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOPCTBO - HEKOMEPILHjaAHO — AeMUTH Noj ueTHM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo - Ge3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - JeIUTH Mo ucTuM yeaosuma (CC BY-SA)

(MoauMo Aa 3a0Kpy»KUTE CaMO je/IHY O/ LIeCT NOHYheHUX nuLeHLH.
KpaTak onuc MIeHIM je cacTaBHU /€0 OBe U3jase).

IloTnuc ayTopa

Y beorpagy, 20.05.2022. rog.




