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Streszczenie. W pracy przedstawiono budowe i zasad¢ dziatania kolejnych udoskonalanych
wersji zestawu pomiarowego do badania wplywu niskiej temperatury na opdzniona luminescencjg
fragmentéw ro$lin. Aktualne, komputerowe stanowisko umozliwia badanie wplywu niskiej
temperatury na dowolne sktadowe opdznionej luminescencji fragmentéw roélin przy réznych czasach
i natezeniach fotowzbudzenia. Wyniki badan uzyskiwane przy pomocy tego zestawu przyczynia sig
do wyjasnienia niektorych mechanizméw oddziatywania niskiej temperatury na ro$liny.

Stowa kluczowe: opdzniona luminescencja, uktady pomiarowe, niska temperatura.

WSTEP

Luminescencja, to zjawisko emisji promieniowania elektromagnetycznego
o natgzeniu wigkszym od promieniowania cieplnego w danej temperaturze i czasie
trwania wickszym od 10"%. Luminescencja nazywa si¢ takze promieniowanie
emitowane w procesie luminescencji. Urzadzenia stuzace do pomiaru luminescencji
nosza nazwe luminometrow.

W badaniach biologicznych i diagnostyce rolniczej wykorzystuje si¢ niektore
metody luminescencyjne. W badaniach poczatkowych reakcji fotosyntezy oraz wply-
wu na nie réznych czynnikow stresowych stosuje si¢ m. in. pomiary op6znionej
luminescencji (OL) chlorofilu zlokalizowanego w tylakoidach chloroplastéw
[7,8,9,14,15]. Istota takich pomiaréw jest rejestracja fotowzbudzonej luminescencji
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chlorofilu po ustalonym okresie czasu od wylaczenia $wiatla wzbudzajacego.
W zaleznosci od czasu jaki uptynat od zakonczenia fotowzbudzenia badanej probki
roslinnej rejestrowane sa rozne sktadowe OL, a natgzenie i charakter zaniku tych
sktadowych informuja o wewnatrzkomoérkowych mechanizmach odpowiedzial-
nych za ich generacj¢. OL chlorofilu znajdujacego si¢ w chloroplastach jest $cisle
zwiazana z fotosyntetycznym transportem elektronéw i moze dostarcza¢ infor-
macji o efektywnosci reakcji fazy swietlnej fotosyntezy. OL posrednio informuje
rowniez o stanie bton tylakoidalnych [4,9,14].

W Zaktadzie Fizyki Akademii Rolniczej w Szczecinie od kilkudziesigciu lat
prowadzone sa badania zjawisk biofizycznych w roslinach z zastosowaniem
metod luminescencyjnych do oceny wpltywu réznych czynnikéw stresowych na
organizmy fotosyntetyzujace [1,3,10,11,12,13]. Zaréwno interesujace wyniki
badan, uzyskane patenty oraz efekty prac wdrozeniowych zachgcaja nas, nie tylko
do kontynuowania dotychczasowych poszukiwan naukowych, ale réwniez do
projektowania prototypowej aparatury badawczej oraz udoskonalania dotychczas
uzywanych zestawoéw pomiarowych.

W przedstawionej pracy opisano kolejne wersje zestawéw pomiarowych do
badania wptywu niskiej temperatury na op6zniong luminescencj¢ (OL) chlorofilu
w chloroplastach ro$lin. Wyniki badan prowadzonych przy uzyciu zbudowanych
urzadzen pozwalaja na wyjasnienie niektéorych mechanizméw oddzialywania
stresu temperaturowego na rosliny.

UKLADY POMIAROWE
Zasada pomiaru op6znionej luminescencji

Zasadniczym elementem zestawu jest $wiatloszczelna kamera pomiarowa
(Rys. 1), do ktérej wprowadza sig¢ badane obiekty (np. fragmenty lisci). Badany
obiekt najpierw zostaje naswietlony (fotowzbudzenie chlorofilu) przy zastonigtym
fotodetektorze, a nastgpnie po wytaczeniu lampy zostaje odstonigty fotodetektor
(przerwa) i nastepuje rejestracja opdznionej luminescencji (pomiar). Pelny zestaw
do pomiaru opdznionej luminescencji musi zawiera¢ jeszcze uklady zasilajace,
wzmacniajace i rejestrujace sygnat.
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Rys. 1. Kamera do pomiaru op6znionej luminescencji: a) fotowzbudzenie, b) pomiar.
Fig. 1. The delayed luminescence measuring camera: a) photoactivation, b) detection.

Pierwszy zestaw pomiarowy do badania opéZnionej luminescencji

Jednym z zasadniczych elementow tego zestawu byla $wiatloszczelna kamera
pomiarowa z termoregulowanym stolikiem, na ktérym umieszczano badane. probki
roslinne (Rys. 2 i 3). Stolik byt chtodzony przez potprzewodnikowa baterig termoele-
ktryczna (ogniwa Peltiera). Temperaturg stolika mierzono termopara przylaczona do
mikrowoltomierza, a regulacj¢ temperatury przeprowadzano ,,rgcznie” zmieniajac
przy pomocy opornicy suwakowej natgzenie przeptywajacego pradu przez baterig
termoelektryczna. Cykl pomiarowy natomiast sterowany byt skonstruowanym
specjalnie w tym celu sterownikiem mechaniczno-elektrycznym. Obiekt w ka-
merze (Rys. 2) wzbudzany byl $wiattem lampy projekcyjnej (220 V, 150 W)
umieszczonej w odpowiednim reflektorze. Po wybranym czasie naswietlenia
nastgpowat okresSlony czas przerwy w czasie ktorej operator odpowiednimi
przystonami zastaniat lampeg i odstanial sond¢ pomiarowa (Rys. 3). W sondzie
znajdowat si¢ fotopowielacz (EMI 9558B), ktérego wieloalkaliczna fotokatoda
(S-20) czuta jest takze w zakresie dalekiej czerwieni (350 nm - 800 nm).

Fotopowielacz, zasilany wysokim napigciem ze stabilizowanego zasilacza
ZWN 2,5 (POLON), pracowal w uktadzie zliczania impulséw jednoelektro-
nowych. W takim uktadzie kazdy fotoelektron wybity z fotokatody przez kwant
opdznionej luminescencji i powieleniu na dynodach fotopowielacza, generowat na
wyjéciu sondy pomiarowej impuls napigciowy o amplitudzie 1V, ktoéry byt
rejestrowany przez przelicznik P-44 (POLON). Zarejestrowana suma impulséw
jest proporcjonalna do tzw. sumy $wietlnej, czyli ilosci fotonéw OL wyemito-
wanych w danym czasie przez badang probkg roslinna.
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Rys. 2. Schemat blokowy pierwszego zestawu do pomiaru opdznionej luminescencji (przestony

w pozycji ,,fotowzbudzenie”).
Fig. 2. Block diagram of the first measuring system of the delayed luminescence (shutters in

“photoactivation” position).
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Rys. 3. Schemat blokowy pierwszego zestawu do pomiaru opdznionej luminescencji (przestony

W pozycji ,,pomiar”).
Fig. 3. Block diagram of the first measuring system of the delayed luminescence (shutters in

“detection” position).
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Cykl pomiarowy mogt by¢ powtarzany w réznych temperaturach badanego
obiektu, a przy odrobinie wprawy operatora mozna byto uzyska¢ nawet liniowa jej
zmiang. Aby wykonywa¢ pomiary opdznionej luminescencji w trakcie zmiany
temperatury badanego obiektu konieczne bylo wigc zaangazowanie dwodch
operatorow. Jeden przesuwal w odpowiednim momencie przystony i zapisywal
wskazania przelicznika, a drugi regulowal temperatur¢. Ta duza niedogodno$¢
sktonita nas do opracowania stosunkowo prostego, mechaniczno-elektrycznego
programatora i regulatora temperatury, ktory zostal zintegrowany ze sterownikiem
cyklu pomiarowego. Pozwolito to zrezygnowac z opomnicy i drugiego operatora.

Zautomatyzowany zestaw pomiarowy

W toku dalszych prac projektowo - konstrukcyjnych zbudowano [6] nowy typ
kamery i dostosowano do niej unowocze$niony zestaw aparatury pomocniczej
(Rys. 5 1 6). Powierzchnig termoregulowanego stolika pomiarowego podzielono
na 6 sektoréw. Na nich umieszczano 5 fragmentéw lisci (Rys. 4; z lewej), a jeden
sektor pozostawal pusty, aby mozna bylo w tym miejscu wykona¢ pomiar ,.tla”
(kontrolny). Wszystkie prébki lisciowe byty przyci$nigte termoizolacyjna, prze-
zroczysta ptytka ze szkla organicznego réwniez podzielona na szes¢ czgsci roz-
dzielonych nieprzezroczystym materialem, tak aby sektory byly $wiatloszczelnie
odizolowane od siebie. Nad plytka znajdowata si¢ ruchoma przestona obrotowa
odstaniajaca jeden sektor (Rys. 4; z prawej). Ponadto, do wzbudzania bada-
nych obiektéw zastosowano dwie lampy projekcyjne, celem rownomiernego o$-
wietlenia wszystkich sektorow. Aby lampy te nie nagrzewaty sondy pomiarowej
zastosowano na niej chtodnicg wodng. W kamerze pomiarowej byly dwa silniki
do ,,napgdu” przeston. W zestawie wykorzystano réwniez rejestrator drukujacy
(ERD103), co wyeliminowato koniecznos$¢ r¢cznego zapisywania wskazan przeli-
cznika. Schemat pomiaru byl nastepujacy: w ustalonej temperaturze (np. 0°C)
elektroniczny programator wiaczat np. na 1s lampy projekcyjne i nastgpowato
fotowzbudzenie fragmentu liscia lezacego na odslonigtym sektorze (Rys. 5.).
Nastegpnie, w trakcie jednosekundowej przerwy mechaniczna przestona odstaniata
sondg pomiarowa. Po przerwie, programator otwierat na 1s bramkeg przelicznika
i nastgpowato zliczanie impulséw z przedwzmacniacza sondy pomiarowej (Rys. 6).
Liczba impulsoéw napigciowych byta proporcjonalna do sumy fotonéw OL wyemi-
towanych przez wzbudzone czasteczki chlorofilu w badanym fragmencie liscia.
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Rys. 4. Stolik pomiarowy (z lewej) podzielony na 6 sektorow (utoZzono pig¢ probek) i przestona
obrotowa (z prawej) wybierajaca probke.

Fig. 4. The measurement table (in left) divided into 6 sectors (placed fife samples) and rotating
shutter (in right) exposing one sample.
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Rys. 5. Schemat blokowy zautomatyzowanego zestawu do pomiaru opodznionej luminescencji
w roznych temperaturach (przestony w pozycji ,,fotowzbudzenie™).
Fig. 5. Block diagram of the automated system measuring the delayed luminescence at different

temperatures (shutters in “photoactivation” position).
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Rys. 6. Schemat blokowy zautomatyzowanego zestawu do pomiaru opoéznionej luminescencji
w réznych temperaturach (przestony w pozycji ,,pomiar”).

Fig. 6. Block diagram of the automated system measuring the delayed luminescence at different
temperatures (shutters in “detection” position).

W nastgpnej sekundzie przestona zastaniata fotopowielacz w sondzie pomiarowe;,
a silnik przestony obrotowej odstanial fragment liscia lezacego na kolejnym
sektorze 1 powtarzany byl poprzedni cykl pomiarowy. Po pomiarach OL pigciu
probek, na ostatnim pustym sektorze stolika nastgpowal pomiar tla aparaturowego.
Warto$¢ tla byla nastgpnie odejmowana od wyniku kazdego z poprzednich
5 pomiaréw. Po zakonczeniu tej serii pomiardw, w czasie nastgpnych 36s
programator ustalal nowa, obnizona np. o 1°C temperature stolika i nastgpowato
powtdrzenie, takiej samej jak poprzednio serii pomiarowej (pigciu probek i ta).

Pomimo, Ze przy uzyciu tego zestawu pomiarowego wykonano wiele badan,
to niestety rozwiazania techniczne zastosowane w kamerze byly dos¢ zawodne
inie spetnialy naszych wszystkich oczekiwan. Przystapiono wigc do dalszych
prac projektowo-konstrukcyjnych.

Mikrokomputerowy zestaw

Kolejna przebudowa uktadu pomiarowego (Rys. 7 i 8) polegata na wykonaniu
nowej kamery oraz zastosowaniu mikrokomputera do sterowania procesem
pomiarowym, temperaturg i zbierania danych pomiarowych. W kamerze zastoso-
wano, jak poprzednio, stolik podzielony na 6 sektoréw. Natomiast nowym
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rozwigzaniem byly zintegrowane przestony i przemieszczajace si¢ zwierciadto.
Zastosowanie zewngtrznego zrodta wzbudzajacego umozliwiato tatwa zmiang
natgzenia $wiatla (bez zmiany widma) poprzez zmiang odlegtosci od kamery
pomiarowej. Elementy te napgdzane byly jednym silnikiem pradu statego (12V,
70W). Zastosowany wowczas (potowa lat 80-tych) system mikrokomputerowy
MSA 80.3100 (UNITRA-CEMI Szczytno) zawierat mikroprocesor INTEL 8080,
pamig¢ operacyjna (RAM)64kB, pamie¢ dodatkowa (DRAM)180kB oraz
dyskowa 2 x 360 kB. Uktad pracowal pod systemem OS/M (CP/M 2.2) natomiast
program sterujacy opracowano na wersj¢ 5.21 jezyka BASIC-80, a podprogramy
obstugi pakietow specjalizowanych w jezyku ASEMBLER. Oprogramowanie
umozliwialo zbieranie i przechowywanie stosunkowo duzej liczby danych oraz
dawalo opcjonalne mozliwosci elastycznej modyfikacji zarowno parametrow
pomiarowych jak czasu, temperatury i fotowzbudzenia.

W toku dalszej przebudowy i modernizacji zestawu pomiarowego zastapiono
termoparg czujnikiem Pt 100, a regulator temperatury zastapiono odpowiednim
pakietem komputerowym. Ponadto zintegrowano w jednej obudowie zasilacze,
wzmacniacze i sterowniki. Unowocze$nione zestawy pomiarowe pozwolity na
rozszerzenie i przyspieszenie prac badawczych [1,3].
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Rys. 7. Schemat blokowy mikrokomputerowego zestawu do pomiaru opdznionej luminescencji
w réznych temperaturach (przestony w pozycji ,.fotowzbudzenie”).

Fig. 7. Block diagram of the microcomputer system measuring the delayed luminescence at
different temperatures (shutters in “photoactivation” position).
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Rys. 8. Schemat blokowy mikrokomputerowego zestawu do pomiaru opdéznionej luminescencji
w réznych temperaturach (przestony w pozycji ,,pomiar”).

Fig. 8. Block diagram of the microcomputer system measuring the delayed luminescence at
different temperatures (shutters in “detection” position).

Po nadejsciu ,ery” komputeréw osobistych typu PC przebudowano kolejny
raz uklad pomiarowy z wykorzystaniem kamery pomiarowej z poprzedniego
zestawu (Rys. 9). Oprogramowanie sterujace opracowano w jezyku PASCAL.
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Rys. 9. Schemat blokowy zmodyfikowanego mikrokomputerowego zestawu do pomiaru opéznionej
luminescencji w réznych temperaturach.
Fig. 9. Block diagram of the modified microcomputer system measuring the delayed luminescence

at different temperatures.
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Komputer steruje urzadzeniami wykonawczymi, za pomocg specjalnego
pakietu typ LC-015-1612 (Egmont Instruments s.c.). Stolik pomiarowy chtodzony
jest lub ogrzewany za pomoca nowej, bardzo wydajnej, polprzewodnikowej
baterii termoelektrycznej (Melcor USA). Na stoliku pomiarowym mozna teraz
obniza¢ temperature z predkoscia 1°C-min™ az do S5 Temperatura na stoliku
pomiarowym mierzona jest za pomoca liniowego ukfadu scalonego (LM 35).

PRZYKEAD ZASTOSOWANIA

Na Rys. 10 przedstawiono, uzyskane za pomocg wyzej opisanych uktadow
pomiarowych, zaleznosci natgzenia op6znionej luminescencji (IOL) od temperatury
(t), podczas jej obnizania. Zaleznosci o takim charakterze zmian uzyskuje si¢ dla
wigkszo$ci fragmentow lisci roslin ozimych w optymalnych warunkach pomia-
rowych. Obserwowany poczatkowo szybki wzrost IOL podczas obnizania tempera-
tury moze by¢ spowodowany hamowaniem transportu elektronowego po stronie
akceptorowej fotosyntetycznego transportu elektronowego. Zmniejszanie IOL po
osiggnigciu maksimum spowodowane moze by¢ blokowaniem fotosyntetycznego
transportu elektronowego po stronie donorowej czyli w systemie fotolizy wody.
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Rys. 10. Typowe krzywe zaleznosci natgzenia opdznionej luminescencji (IOL) fragmentow lisci od
temperatury (t) dla dwoch rodlin rézniacych si¢ mrozoodpornoscia: 1 — dla ro$liny odpornej, 2 — dla
rosliny mniej odpornej; #,,; i t,, . temperatura w ktérej wystgpowala maksymalna warto$¢ 10L,
odpowiednio IOL ;i IOL 400

Fig. 9. Relationship between the delayed luminescence intensity (IOL) and temperature (t) in the
different frost resistance plants: 1- for the high frost resistance, 2 - for the low frost resistance. t,,;

and t,,; temperatures at which the maximum of IOL occurred , IOL,,,; and IOL,,,. , respectively.
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Przeprowadzone liczne badania wptywu obnizania temperatury na IOL fragmentow
lisci roznych odmian i gatunkéw zboz i rzepaku ozimego wykazaly, ze zaréwno
temperatura, w ktorej wystgpowato maksimum nat¢zenia IOL jak i wzgledny wzrost
natezenia OL zaleza od aktualnej mrozoodpornosci badanej rosliny [1,3,5].

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszej pracy rozne rozwigzania techniczne zarowno kamery
pomiarowej jak i catego zestawu pomiarowego umozliwiaja wyrdzni¢ w kolejnosci
kilka punktéw (etapéw) postepu zastosowanych rozwigzan w poszczegdlnych
zasadniczych uktadach pomiarowych:

1. Uklad sterujacy cyklem pomiarowym:

e elektroniczno - mechaniczny (konstrukcja Zaktad Fizyki)
elektroniczny (Zaktad Fizyki)
e komputer MSA 80.3100
e komputer typu PC
2. Termometr:
e termopara
e termorezystor Pt 100
e liniowy uktad scalony LM 35
3. Regulator temperatury:
e reczny”
e elektroniczno — mechaniczny (konstrukcja Zaktad Fizyki)
e elektroniczny (UNITRA CEMI)
o celektroniczny (Zaktad Fizyki)
4. Przestony:
e dwie (,,reczne”)
e dwie (dwa silniki)
e dwie (jeden silnik)

Przedstawione w niniejszej pracy zestawy pomiarowe, zwlaszcza w ostatniej
wersji (podkre§lone), umozliwiaja badanie wptywu niskiej temperatury na
dowolne skladowe opdznionej luminescencji fragmentéw roslin przy roznych
czasach i natgzeniach fotowzbudzenia. Wyniki badan prowadzonych przy uzyciu
zbudowanych urzadzen przyczyniaja si¢ do wyjasniania niektérych mechaniz-
mow oddziatywania stresu temperaturowego na rosliny i zostaty przedstawione
w wielu publikacjach oméwionych w pracach Brzdstowicza [3,5].
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Zbudowane stanowiska pomiarowe moga by¢ rowniez wykorzystane do

badania zaburzen pracy aparatu fotosyntetycznego ro$lin, ktére zostaly poddane
dziataniu czynnikéw stresowych wystepujacych w s$rodowisku. Istnieje tez
mozliwos¢ wykorzystania tych stanowisk do badania luminescencji innych
obiektow zardwno roslinnych jak i zwierzecych.

Aktualnie trwaja dalsze prace projektowe i konstrukcyjne nad modyfikacja

rozwiazan technicznych zastosowanych w kamerze pomiarowe;.
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LUMINOMETER FOR DELYED LUMINESCENCE RESEARCH
DURING THE LOWERING TEMPERATURE OF PLANT OBJECTS

A. Brzostowicz, A. Murkowski, A. Mila

Department of Physics, University of Agriculture, ul. Papieza Pawta VI No 3, 71-459 Szczecin

Abstract. The different measuring systems of the delayed luminescence of plant objects at
lowering temperatures are shown in this work. Up-to-date, a microcomputer set-up makes possible
to study different components of delayed luminescence in the function of controlled temperature
changes in leaf fragments at various time and intensity of photoactivation. These research results
might lead to explain some phenomenon of low temperature influence on plants.

Keywords: delayed luminescence, measurement systems, low temperatures.



