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1.UvVOD



Upotrebom sintetskih bojila u razli¢itim industrijama bojila zavrSavaju u otpadnim vodama tih
industrija, pri ¢emu dolazi do zagadenja okolisa i utjecaja na ljudsko zdravlje. Kako bi se bojila
uklonila iz otpadnih voda, koriste se fizikalne, kemijske i bioloSke metode, pri ¢emu su bioloske
metode posebno zanimljive zbog Cinjenice da neki mikroorganizmi imaju sposobnost potpune
razgradnje sintetskih bojila do CO i H;0 ili do spojeva koji su manje toksi¢ni od poéetnog spoja.
Primjer bioloskog postupka je razgradnja sintetskih bojila gljivama bijelog truljenja. Uspjesnost
ovog postupka ovisi o sposobnosti gljiva da se prilagode hranjivoj podlozi s bojilom. Cesto je
prvi korak u bioloskoj obradi obojenih otpadnih voda odabir odgovaraju¢e gljive
(mikroorganizma) iz velikog broja vrsta koje se potencijalno mogu upotrijebiti. Zbog toga se
provodi probir u laboratoriju na nacin da se gljive uzgajaju na ¢vrstim hranjivim podlogama s
dodatkom bojila u Petrijevim zdjelicama, pri ¢emu se prati rast i sposobnost obezbojenja
bojila, jednostavnim mjerenjem promjera micelija i promjera obezbojenja bojila. Ovaj

postupak je vremenski zahtjevan, te se mora obaviti u unaprijed definiranim terminima.

Rast gljiva i obezbojenje podloga koje sadrze sintetska bojila, u ovom diplomskom radu,
prac¢eno jeianalizirano primjenom metoda racunalne analize slike, na digitalnim fotografijama
uzoraka, s ciljem olakSavanja i ubrzavanja postupka. Praéen je rast gljiva bijelog truljenja,
Trametes gibbosa i Trametes versicolor AG613, i obezbojenje podloga od krumpirovog
glukoznog agara s dodatkom bojila (fuksin, kristal violet, kongo crvenilo, malahitno zelenilo,

metilensko modrilo) u tri razli¢ite koncentracije ( 10 mg L, 50 mg L i 100 mg L%).



2. TEORUSKI DIO



2.1. OPCENITO O SINTETSKIM BOJILIMA

Bojila su organske tvari koje se koriste za bojenje razli¢itih materijala poput tekstila, koze,
krzna, papira, plastike, Ziveznih namirnica te farmaceutskih preparata (Hrvatska enciklopedija,
2021). Takoder su to tvari koje imaju sposobnost vezanja s drugim materijalima kemijskim
vezama ili fizikalnim silama. Apsorbiranjem svjetlosti u vidljivom dijelu elektromagnetskog
spektra, valne duljine izmedu 380 i 760 nm pokazuju obojenost (Kezerle, 2020). Zajednicko

svojstvo bojila je prisutnost nezasi¢enih veza u njihovoj kemijskoj strukturi (Vujevi¢, 2007).

2.1.1. Karakteristike bojila

Witt je 1878. godine ustanovio da svi obojeni spojevi sadrze atomske grupe koje je zajedni¢kim
imenom nazvao kromoforne skupine (Stricevi¢, 1977). Neke od vaznih kromofornih skupina su
etilenska, azometinska, azo, karbonilna, nitrozo, azoksi, nitro te kinoidna. Nadalje, kromogen
(spoj koji sadrzi kromofornu skupinu i dvostruku vezu) nema potrebni afinitet prema
materijalima koji ¢e se obojiti te se zbog toga u kromogen uvodi takozvana auksokromna
skupina (amino i hidroksilna skupina). Auksokromna skupina uzrokuje batokromni pomak u
vidljivom spektru tako $to mijenja nijanse bojila od Zute, narancaste, crvene, ljubicaste, plave
do zelene. Osim toga, uzrokuje primjenska svojstva koja omogucuju vezanje na razliCite

materijale (Vujevi¢, 2007).

Tako obojeni materijali imaju sposobnost selektivnog apsorbiranja zrake svjetlosti odredene
valne duljine, dok ostale reflektiraju ili propustaju. Obojenost predmeta ovisi o valnoj duljini
svjetlosnih zraka koje taj predmet reflektira (propusta). Materijali koji su bijele boje potpuno
reflektiraju bijelu svjetlost. Suprotno, materijali koji su crne boje potpuno apsorbiraju
svjetlosne zrake. Obojeni materijali, na primjer narancasti, apsorbiraju svjetlosne zrake plave
boje, zeleni apsorbiraju svjetlocrvene boje te ljubicasti materijali svjetloZute boje. Osoba koja
promatra materijal, odnosno predmet koji je obojan vidjet ¢e komplementarnu boju od one

koju materijal apsorbira (Stricevi¢, 1977).



2.1.2. Podjela bojila

Bojila se mogu podijeliti prema podrijetlu, kemijskoj strukturi, podrucju i metodama primjene.
Prema podrijetlu bojila se dijele na prirodna i sintetska (Vujevi¢, 2007). Prirodna bojila u
proslosti imala su vece znacenje nego Sto imaju danas, zbog primjene sintetskih i umjetnih
bojila. Prirodna bojila koristila su se za trajno bojanje tekstilnih materijala kao Sto su krzno,
koZa i papir. Dolazila su na trziste u obliku sitnih Cestica dobivenih od Zivotinja ili biljaka.
Kvaliteta takvih bojila bila je neujednacena (Stricevi¢, 1977). Medu najpoznatijim prirodno
dobivenim bojilima vazno je spomenuti indigo i alizarin (Stothers, 2019). Indigo je plavo bojilo
koja se dobivalo vrenjem tropske biljke Indigofera tinctoria koja se nalazi u Aziji (Stricevic,
1977). Alizarin, crveo bojiloa je dobiveno ekstrakcijom korijena biljke Rubia tinctorum
(Stothers, 2019). Danasnja upotreba prirodnih bojila sve je rjeda i svela se na bojenje Ziveznih

namirnica i pri proizvodnji farmaceutskih i kozmetickih proizvoda (Kezerle, 2020).

Prvo sintetsko bojilo dobiveno je iz anilina 1856. godine pod imenom mauvein. Umjetna bojila

dijele se prema kemijskoj i primjenskoj klasifikaciji (Kezerle, 2020).

Kemijska klasifikacija temelji se na vec ranije spomenutim kromofornim skupinama te se tako
bojila dijele na: triarilmetinska bojila, azo bojila, tiazinska bojila, metinska bojila itd.
Primjenskom klasifikacijom sintetska bojila dijele se u tri osnovne skupine: bojila topiva u vodi,
bojila netopiva u vodi i prema materijalu koji se boja. U skupinu bojila koja su topiva u vodi
pripadaju bazne, kisele, direktne i kiselo-mocilske. U netopiva ulaze reduktivna, sumporna,
pigmentna, a u skupini bojila prema materijalu koji se boja razlikujemo bojila za tekstil, kozu,

papir, Zivezne namirnice (Kezerle, 2020; Stricevi¢ 1977).

Azo bojila. Azo bojila danas predstavljaju najrasprostranjeniju i najraznolikiju skupinu
umjetnih bojila Cija je osnovna struktura —N=N—. Najvec¢u primjenu imaju u tekstilnoj industriji,
industriji papira, koZe te plasticnih masa. Ova skupina se dijeli na bojila koja su topiva u
alkoholu, bojila topiva u organskim otapalima te bojila topiva u mineralnim uljima i mastima.
Azo bojila su postojana bojila te su zbog toga tesko biorazgradiva i nakupljaju se u prirodi.
Uzrokuju razne zdravstvene rizike za ¢ovjeka poput kancerogenosti, mutagenosti i alergijskih

reakcija (Gudelj i sur., 2011).



Arilmetanska bojila. Velika skupina kemijskih spojeva koja se sastoje od benzenskog ili
naftalenskog prstena s amino grupom. Arililmetanska bojila dijele se na diarilmetan,
aminotriarilmetan te hidroksitriarilmetan (Kiernan, 2001). Konjugirane veze ukljucuju sve tri
veze oko centralnog ugljikovog atoma i prstenova od kojih se jedan nalazi u kinoidnoj
konfiguraciji. Tri veze oko centralnog ugljika su iste, ali razli¢ite od C-H veze u metanu i zbog
toga Zollinger (1991) preferira naziv arilmetanska bojila. Odredeni broj autora zadrzao je stari

naziv sa sufiksom - metan unato¢ kemijskoj neto¢nosti (Kiernan, 2001).

Tiazinska bojila. Samo ime (tiazine) dolazi od ,tia“ Sto se odnosi na sumpor, ,aza“ od dusika,
a ,oxa” od kisika. Dusik i sumpor tvore mostove izmedu dva Sestero uglji¢na prstena koja mogu
biti benzenoidne ili kinoidne strukture. Komercijalna tiazinska bojila preteZito se koriste u
laboratorijima te su svoju upotrebu pronasle i za bojenje bakterija, krvnih stanica te u

oksidacijsko-redukcijskim reakcijama (Kiernan, 2001).

2.1.3. O odabranim bojilima

Metilensko modrilo. Bojilo koje pripada fenotiazinskim bojilima koja se medusobno razlikuju
po stupnju metilacije amino skupina. Osim Sto se upotrebljava kao bojilo, primjenjuje se kao
lijek i indikator. Enzimi gvanilat ciklaza i monoamin oksidaza inhibiraju metilensko modrilo.
Takoder, koristi se kao redoks indikator. Njegov oksidirani oblik je plave boje, a reducirani je
bezbojan. Osim toga, metilensko modrilo ima komercijalnu upotrebu, a koristi se za tretman i

prevenciju infekcija gljivica i bakterija u akvarijima te kao tekstilna boja (Zorc i Pavi¢, 2016).

Malahitno zelenilo. Bazi¢no bojilo koje pripada trifenilmetanskoj skupini. Upotrebljava se u
tekstilnoj industriji za bojanje svile, vune, koZe, papira i pamuka. Prije se upotrebljavao kao
fungicid u industriji akvakulture, medutim zbog svoje mutagenosti zabranjen je u zemljama
kao sto su Kanada, Sjedinjene Americke DrZzave i drzave Europske unije (Raducan i sur., 2008).

U ljudskom organizmu dovodi do teratogenosti i kancerogenosti (Pessier, 2014).

Kongo crvenilo. Prvo sintetsko bojilo koje pripada azo skupini bojila prvenstveno proizvedeno
za bojanje pamuka. Takoder, koristi se za obojenje mikrobioloskih preparata te kao indikator
(Yaneva i Georgieva, 2012). Kada se direktno boja, ima kratku trajnost tijekom pranja te se

zbog toga koristi za materijale koji ne zahtijevaju izdriljivost bojila za vrijeme viSestrukog



pranja kao Sto je papir (Jalandoni-Buan i sur., 2009). Bojilo je koje izravnim izlaganjem uzrokuje

alergijske reakcije kod ljudi te mutagenost i karcinogenost (Chatterjee i sur., 2009).

Kristal violet. Tamnozeleni prah koji pripada skupini trifenilmetanskim bojilima. Svoju
primjenu je nasao u mikrobiologiji za bojanje preparata. Nadalje, koristi se kao antiseptik zbog
svog antibakterijskog i antifungalnog djelovanja (Mittal i sur., 2009). Vece koli¢ine kristal
violeta mogu se unijeti preko koZe, udisajem te gutanjem. Dokazano je da moZe ostetiti

roZznicu te pri tome uzrokovati sljepocu (Rais, 2009).

Fuksin. Triaminotrifenilmetan bojilo koje se upotrebljava za bojanje tekstilnih i koznih
materijala. Prilikom unosa, u ljudskom organizmu uzrokuje poremecaje gastrointestinalnog
trakta (mucnina, povracdanje), probleme s respiratornim sustavom, a inhalacijom oStecuje

jetru, slezenu i Stitnjacu (Gupta i sur., 2008).

2.1.4. Ucinak sintetskih bojila na okolis i covjeka

Mnoga sintetska bojila ubrajaju se u skupinu opasnih onecis¢ujucih tvari (pripadaju skupini
ksenobiotika) koji putem industrijskih otpadnih voda dospijevaju u okolis, kemijski su stabilna
i otporna na razgradnju (Veli¢ i sur., 2017). Tekstilna industrija najvise doprinosi zagadenju
vodenih ekosustava bojilima, pri cemu tijekom procesa bojenja razlicitih vrsta tekstila 10 do
50 % koristenog bojila zavrsi u vodi (Drumond Chequer i sur., 2013). Dokazan je negativan
utjecaj sintetskih bojila na ljudsko zdravlje. Mnoga bojila izazivaju akutnu toksi¢nost koja je
izazvana udisajem ili gutanjem bojila. Simptomi su iritacija, kontaktni dermatitis,
konjunktivitis, rinitis, astma i druge alergijske reakcije. Za odredene skupine sintetskih bojila
dokazano je da su genotoksi¢ni, odnosno mutageni. NajviSe se isti¢u bojila koja pripadaju azo
skupini. Ona oslobadaju aromatske amine tijekom procesa degradacije, a u ljudski organizam

ulaze putem respiratornog trakta (Mohd, 2019).

2.1.5. Metode uklanjanja sintetskih bojila iz otpadnih voda

Metode uklanjanja sintetskih bojila iz otpadnih voda dijele se na fizikalne, kemijske i bioloSke

(Gudelj i sur., 2010).



Kemijskim metodama pripada flokulacija ili koagulacija u kombinaciji s flotacijom i filtracijom,
precipitacija — flokulacija s Fe(ll)/Ca(OH),;, elektroflotacija, elektrokineticka koagulacija,
oksidacija te elektrokemijski procesi. Pojavile su se nove tehnike uklanjanje bojila, primjerice
napredni oksidacijski procesi, koji se temelje na jakom oksidacijskom agensu kao Sto je
hidroksilni radikal (Kyzas i sur., 2013). Kemijske metode su ucinkovite, ali skupe i ¢esto ih
karakterizira nastajanje kemijskih muljeva s koncentriranim bojilom. Zbog prevelike upotrebe
kemikalija, tijekom njihove primjene mozZe dodi i do pojave sekundarnog oneciséenja (Crini,

2005).

U fizikalne metode ubrajaju se procesi membranske filtracije kao Sto su nanofiltracija,
reverzna osmoza, elektrodijaliza i adsorpcija (Kyzas, 2013). Najucestaliju primjenu imaju
postupci adsorpcije, taloZenja i filtracije. Oni se temelje na filtrabilnosti, afinitetu vezanja za
bojila na povrsini adsorbensa te sedimentaciji. Fizikalni postupci se koriste u kombinaciji s
kemijskim metodama. Zbog velikog broja nedostataka (energetski zahtjevni procesi, nastanak
toksi¢nih produkta razgradnje, problemi s regeneracijom i cijenom adsorbensa, nastajanje
velikih koli¢ina mulja), sve visSe se istrazuju i koriste bioloSke metode koje su ekonomicnije i

ekoloski prihvatljivije (Gudelj i sur., 2010).

Bioloske metode ukljucuju biorazgradnju, biosorpciju (adsorpcija na mikrobnu biomase kao
adsorbens) i bioakumulaciju (Crini, 2005). U bioloskoj obradi od mikroorganizama isticu se
anaerobne i aerobne bakterije, razli¢ite vrste gljiva i algi. Posebnu paZnju privukle su gljive
truleznice, koje imaju sposobnost razgradnje lignoceluloznih polimernih sastavnica
drveta(Gupta i Suhas, 2009). Kako bi se povecala ucinkovitosti razgradnje sintetskih bojila,
takoder se provode istrazivanja kojima je cilj dobiti geneticki modificiran organizam boljih
bioremedijacijskih karakteristika. U bioloSkoj obradi bojila vazno je da dolazi do potpune
razgradnje bojila do CO; i vode ili, ako to nije slucaj, da su produkti koji nastaju bioloskog

razgradnjom manje toksi¢ni od polaznog spoja (Dafale i sur., 2008).

2.2. OPCENITO O GLIIVAMA

Gljive (fungi) obuhvacaju organizme koji se hrane heterotrofnim nacinom. Stanice su obloZene
stani¢cnom stjenkom koja je gradena od hitina (Hrvatska enciklopedija, 2021). Gljive mogu biti

saprofiti i paraziti, a dijele se na kvasce, plijesni i gljive. Postoji nekoliko skupina gljiva koje
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razlazu drvo, to su gljive bijelog truljenja, gljive smedeg truljenja i gljive mekog truljenja
(Yesilada, 2018). Zbog proizvodnje lignolitickih enzima kao Sto su lakaza, lignin peroksidaza i
mangan peroksidaza, osim lignina, ove gljive mogu razgraditi i sintetska bojila, koja su

strukturno sli¢na podjedinicama lignina (aromatske su strukture).

2.2.1.Gljive bijelog truljenja

U razred Basidiomycetes pripadaju gljive bijelog truljenja, a neki od predstavnika razreda su
Trametes, Pleurotus, Phanerochaete, Ganoderma i Lentinus (Yesilada, 2018). One su
razgradivaci drveta u prirodi. Dva su tipa truljenja: istovremeno i selektivno. Istovremeno ili
simultano truljenje provode primjerice gljive Trametes versicolor i Phanerochaete
chrysosporium, gdje dolazi do istovremene razgradnje celuloze, hemiceluloze i lignina. U
selektivnoj razgradnji dolazi do razgradnje hemiceluloze i lignina, a celuloza ostaje
nerazgradena. Primjeri gljiva koje provode selektivhu razgradnju su Ceriporiopsis

subvermispora i Dichomitus squalens (Sigoillot i sur., 2012).

Trametes gibbosa. Gljiva bijelog truljenja poznata kao ,zelenkasta raznocijevka” (Slika 1)
svjetla je i sitno barSunasta, a raste na bukovim panjevima i drugim mrtvim te tvrdim drvenim
dijelovima. Koristi se u tradicionalnoj kineskoj medicini kao lijek za tumore. Osim toga, ima
antimikrobno i antioksidativno djelovanje (Ma i sur., 2013; Cromushroms, 2021). Proizvodi
lignoliticke enzime u mezofilnim uvjetima pri ¢emu uspjeSno razgraduje sintetska bojila

(Adananisur., 2014).

Slika 1 Trametes gibbosa
https://www.verspreidingsatlas.nl/0417010) [10.7.2022.]



Trametes versicolor. Gljiva bijelog truljenja (Slika 2) koja je poznata pod nazivom ,puranov
rep” i ,Sarena tvrdokoska“u prirodi je Siroko rasprostranjena. Rije¢ versicolor porijeklom je iz
latinskog jezika, a znadli viSebojan (Webster i Weber, 2007). T. versicolor zbog svoje
proizvodnje lignolitickih enzima uspjeSno razgraduje lignin, policiklicke aromatske
ugljikovodike (PAH-ove), poliklorirane bifenile (PCB) te sintetska bojila. Osim toga, apsorbira
teSke metale. Raste na otpalim granama, deblima, te se moZe pronaci na ranama Zivog drveta
u obliku redova i nakupina. Na agarnim podlogama micelij se isti¢e po svom bijelom i cupavom
obliku. Ova gljiva najéesce se koristi za bioremedijaciju, proizvodnju enzima te u industriji

papira (Rebelo Barreto Xavier i sur., 2007).

Slika 2 Trametes versicolor
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/trametes-versicolor [10.7.2022.]

2.2.2. Razgradnja bojila upotrebom gljiva

Gljive bijelog truljenja su heterogena skupina organizama koje imaju sposobnost degradacije
lignina i svih drugih komponenta drveta. Njihova razgradnja bazira se na aktivnoscu
lignolitickih enzima. Takoder, primjenu su nasle u razgradnji pesticida, sintetskih polimera i
sintetickih bojila (Eichlerova i sur., 2006). Za identificiranje najucinkovitije gljive (njihove
sposobnosti) za razgradnju umjetnih bojila provode se razni eksperimenti na agarnim plo¢ama
s dodatkom odabranog bojila, a ucinkovitost se moze iskazati pomocu indeksa obezbojenja

(DI) koji se rauna prema jednadzbi (1) (Jayasinghe i sur., 2008):
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DD

= (1)

DI

gdje DD predstavlja promjer obezbojenja, a MD promjer micelija.

2.3. ZAPIS SLIKE U DIGITALNOM OBLIKU

Razvojem racunalne tehnologije doslo je i do razvoja programa koji olakSavaju analizu
digitalnih slika. Digitalna slika je numericki prikaz, zapis dvodimenzionalne (2D) ili
trodimenzionalne (3D) slike koja se sastoji od tocaka, koji se nazivaju pikseli (2D) odnosno
vokseli (3D) (eng. pixel, voxel) pohranjen na digitalnom mediju ili u memoriji racunala (Sonka
i sur., 2015). Dvodimenzionalna digitalna slika definira se kao dvodimenzionalna funkcija f(x,y),
gdje x i y predstavljaju prostorne koordinate tocke, a vrijednost funkcije f naziva se intenzitet.
Intenzitet predstavlja razliCite vrijednosti s obzirom na tip slike, u slucaju crno-bijele (binarne)
slike intenzitet moZe imati vrijednost 0 ili 1, u slu¢aju sivih tonova (eng. gray scale) ovisi o broju
bita s kojima su prikazane nijanse i kre¢e se od 8-bita za 255 nijansi pa navise. U slucaju slike
u boji, uz svaki piksel se veze triplet vrijednosti koje odreduju boju piksela, raspon vrijednosti
je definiran dubinom boja izrazenom u bitima (8, 16, 32, 64), a predstavljaju intenzitet crvene,
zelene i plave boje (Red, Green, Blue) (Gonzalez i Woods, 2008). Kada su x, y i vrijednost
intenziteta f sve definirane, sliku nazivamo digitalnom slikom (Gonzalez i Woods, 2008).
Matematicki gledano, digitalna slika je matrica koja predstavlja dvodimenzionalnu sliku s
konac¢nim brojem tocaka (piksela) (Tyagi, 2018). Teoretski piksel je jedna beskona¢no mala
tocka koja odgovara jedinicnom elementu slike. Skup svih elemenata zajedno pokriva cijelu
sliku. Piksel je veli¢ina koja se ne moze odijeliti od slike sa stajalisSta osobe koja promatra sliku.
Nadalje, ako postoji put izmedu dvaju piksela u cijelom setu, onda se ti pikseli nazivaju
susjednima. Odnos izmedu susjednih piksela je reflektivan, simetrican te definira
dekompoziciju skupa (Sonka i sur., 2015). Susjedni pikseli odnosno njihova udaljenost definira

se preko Euklidove udaljenosti koja glasi:

D(P,Q) = V{[(x—5)2+ (v — ]} (2)
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gdje su P i Q tocke s koordinatama (x,y) i (s,t) (DZaja, 2016).

2.3.1. Elementi opisa slike

Rezolucija slike je mjera za kakvocu slike dok je velicina slike definirana pikselima.
Povecavajudi vrijednost rezolucije, ljudskom oku je vidljivo vise detalja (Gonzalez i Woods,
2008). Takoder, rezolucija je broj piksela po jedinici povrsine kao npr. broj piksela po milimetru
(Novosel i sur., 2006). Osim toga, rezolucija slike mozZe se definirati kao broj stupaca i redaka
(xivy) gdje njihovumnozak predstavlja ukupan broj piksela, koji definiraju rezoluciju i kvalitetu
slike (Tyagi, 2018). Postoje nekoliko vrsta rezolucija no ona koja se najvisSe upotrebljava je
prostorna (engl. spatial resolution). Prostorna rezolucija je mjera najmanje uocljivog detalja
na slici te se izrazava pomocu dots per inch (DPI) koja je najéesée koristena mjera. DPI (Slika
3) je broj pojedinih tocaka koje stanu u prostor od jednog in¢a (Gonzalez i Woods, 2008). Za
dobivanje vrijednosti rezolucije mnoZze se vodoravni i okomiti pikseli pri cemu se dobiva
vrijednost u megapikselima (npr. 1600x1250 piksela, iznos rezolucije je dva megapiksela)

(Novosel i sur., 2006).

72 dots (pixels) in 1 inch 300 dots (pixels) In 1 inch

¢ 1inch 3 | 4 1inch

72 dpi 300 dpi

72 dots per-inch 300 dots per-inch

Slika 3 Dots per inch (DPI)
https://www.google.com/search?g=dots+per+inch&sxsrf=ALiCzsbr6GVeCbACukF45REcA8QeyCaA-
Q:1665934131930&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=2ahUKEwiellyhiOX6AhWL_qQKHf1QAPYQ_AUo0AXoECAIQAW&biw=
1536&bih=722&dpr=1.25#imgrc=hYia2zBQuiOUIM [29.9.2022.]

Sum oznacdava stanje u kojem je slika oste¢ena pojedinacnim $umnim pikselima, ¢ija se
svjetlina znacajno razlikuje od onog susjednog piksela (Sonka i sur., 2015). Nadalje, Sum
predstavlja neZeljene promjene vrijednosti piksela u slici koje nastaju tijekom slikanja od
strane digitalnog uredaja. Postoji nekoliko vrsta Sumova, a onaj vezan za digitalnu sliku dijeli
se u dvije kategorije: prostorno ovisni Sum (engl. spatially dependent) i prostorno neovisni

sum (engl. spatially independent noise). Prostorno neovisni Sum ne ovisi o prostornim
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koordinatama i vrijednostima piksela, a vrste koje se ¢esto pojavljuju su: gaussov Sum, sol i
papar Sum, gamma Sum, eksponencijalni Sum. Prostorno ovisni Sum ovisi o prostornim
koordinatama i vrijednostima piksela. Primjer prostorno ovisnog Suma je periodi¢ni Sum
(Tyagi,2018). Sol i papar predstavlja Sum kao pozitivan i negativan, gdje se negativan prikazuje
u obliku crnih tockica Sto predstavlja papar, a pozitivan kao sol, odnosno bijele tockice. Za 8-
bitnu sliku crno iznosi 0, a bijelo 255. Periodicni Sum nastaje zbog elektromehanickih ili

elektri¢nih smetnji tijekom nastajanja slike (Gonzalez i Woods, 2008).

Histogram digitalne slike s razinom intenziteta u rangu od [0, L-1] je diskretna funkcija h(r«) =
n, gdje r¢ predstavlja vrijednost intenziteta k, a nk, je broj piksela slike sintenzitetom r.
Histogram se dijeli na svaku komponentu s ukupnim brojem piksela na slici umnoskom MN. M
i N oznacavaju red i stupac dimenzija slike (Gonzalez i Woods, 2008). Nadalje, histogram je
graficki prikaz distribucije intenziteta razine na digitalnoj slici. On daje informacije o kontrastu
i svjetlini slike, ali ne osigurava nikakve informacije o prostornim odnosima. Na histogramu x
— ordinata predstavlja vrijednost intenziteta piksela dok y — ordinata predstavlja njihov broj
vrijednosti intenziteta na odredenom dijelu slike. Kod slika niskog kontrasta, pikseli su
koncentrirani u niskom rasponu vrijednosti intenziteta, dok slike visokog kontrasta imaju visok

raspon vrijednosti intenziteta (Tyagi, 2018).

2500

2000

Slika 4 Histogram digitalne slike

https://www.researchgate.net/figure/Example-of-histogram-equalization-a-The-input-image-and-b-its-graylevel-
histogram_figl 269694707) [20.7.2022.]
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Histogram digitalne slike (Slika 4) sastoji se od slike a (visokog kontrasta), slike b koja
predstavlja histogram slike a. Slika ¢ predstavlja sliku niskog kontrasta, a slika d njezin

histogram.
2.3.2. Boja

Newton je otkrio da prilikom prolaska sunca kroz staklenu prizmu, zraka koja prolazi na drugu
stranu nije bijela ve¢ se sastoji od spektra boja koji ide od ljubi¢aste do crvene. Spektar se dijeli
na nekoliko regija: ljubic¢astu, plavu, zelenu, Zutu, narancastu i crvenu. Boje se dijele na
primarne i sekundarne. U skupinu primarnih pripadaju crvena (700 nm valne duljine), zelena
(546,1 nm valne duljine) i plava (435,8 nm valne duljine). Sekundarne boje nastaju
kombiniranjem primarnih boja, a u tu skupinu pripadaju magenta koja je kombinacije crvene
i plave, cijan koja je kombinacija zelene i plave te Zuta koja koristi crvenu i zelenu (Gonzalez i

Woods, 2008).

Modeli boja se koriste kako bi se omogudila specifikacija boje u koordinatnom sustavu gdje
svaka tocCka predstavlja odredenu boju. Oni su orijentirani prema hardveru i koriste se za
manipulaciju bojama. Primjeri modela boja su: RGB, CMYK, CMY, HSI i CIELAB (L*a*b*)
(Gonzalez i Woods, 2008).

2.3.2.1. RGB model boja

RGB model je model koji se temelji na primarnoj skupini boja (crvena, zelena i plava). Osim
toga temelji se na kartezijevom koordinatnom sustavu (Gonzalez i Woods, 2008). Svaka od
triju primarnih boja u ovom modelu mozZe se zapisati u uredenoj trojci koju ¢ine vrijednosti
crvene, plave i zelene svjetlosti. Takvi primjeri se mogu prikazati na vise nacina medu kojima
je i prikaz u postotcima, na primjer (100%, 0%, 0%) oznacava stopostotnu zasi¢enost crvenom
bojom. Nadalje, redoslijed postotaka koji glasi (100%, 50%, 100%) predstavlja ljubi¢astu. RGB
model moze se prikazati u 3 bajta ili 24 bita. Broj bitova koji sadrzavaju vrijednosti boje naziva
se dubina boje (engl. colour depth). Ovakav tip modela koristi se za multimedijske slike (slike

na monitorima) (Chapman i Chapman, 2004).
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2.3.2.2. CMY(K) model boja

CMY je model koji predstavlja boje: cijan, magenta i Zuta. Kombinacija tih boja koristi se u
procesu tiskanja. Takoder, opisuje koju boju tinte je potrebno koristiti kako bi se svjetlo
reflektiralo od bijelu povrsinu kao Sto je papir. Crna se moZe generirati iz svih triju boja koje
predstavljaju ovaj model. Medutim, u tiskanom obliku dokumenta crna boja se koristi u
velikim koli¢inama zbog ¢ega je prednost imati ju kao zasebnu tintu (Sonka i sur., 2015). CMY
modelu se pridodaje Cetvrta komponenta koja predstavlja crnu boju koja se oznacava slovom

K i CMY prelazi u CMYK. Ovaj model koristi se za tiskanje u boji (Begusi¢, 2018).

2.3.2.3. HSI model boja

Temelji se na nijansi (H), zasi¢enosti (S) i intenzitetu (I). Nijansa je povezana s dominantnom
valnom duljinom u kombinaciji svjetlosnih valova te je odredena kutom izmedu crvene i
zadane boje. Zasi¢enost se odnosi na Cistocu koliine bijelog svjetla koji je pomijesan s
nijansom i odredena je udaljeno$¢u od centra kruZnice. Intenzitet odgovara komponenti
osvjetljenja modela i odredena je pozicijom na ordinatnoj osi. Prednosti ovog modela su
odvojenost intenziteta od informacija o boji, a komponente nijanse i zasi¢enosti usko su

povezane s nacinom percipiranja ljudskog oka (Tyagi, 2018).

2.3.2.4. CIELAB (L*a*b*) model boja

Model (Slika 5) opisuje boje pomocu triju osi: dvije kromatske i jedne akromatske. Kromatske
osi su a* komponenta (od zelene do crvene) i b* komponenta (od plave do Zute). Akromatska
os je L* komponenta koja odreduje svjetlinu i takva os se mjeri od 0 do 100. Ovaj tip modela
koristi izlazne uredaje poput digitalne kamere, skenera monitora i printera. Najvise se

primjenjuje kod istraZivanja vezana za prehranu (Yam i Papadakis, 2003).
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Slika 5 CIELAB (L*a*b*)
https://www.researchgate.net/figure/CIE-LAB-1976-color-space_fig2_ 263697963 [29.9.2022.]

2.3.3. Sustav za akviziciju i obradu digitalnih slika

Akvizicija slike je postupak dobivanja slike pomocu digitalnog uredaja. Slika nastaje tako da
svjetlost padne na objekt pri éemu se ona reflektira i pada na leéu Bayerovog fotosenzora koji
se sastoji od filtera kod kojeg odredeni piksel odgovara jednoj boji kao Sto su crvena, plava,
zelena. Potom se intenzitet svjetla pretvara u napon i pohranjuje se u RAW senzoru. Nakon
ocitavanja dodaje se Sum te se potom signal komprimira u neki format za pohranu digitalne

slike (JPG, TIFF...) (DZaja, 2016).

Potrebni elementi za akviziciju slike su :

1. izvor svjetlosti (zraCenja)
2. kamera

3. racunalo za obradu podataka s pripadaju¢om programskom opremom

Svjetlost je odredeni dio elektromagnetskog zraéenja vidljiv ljudskim okom. Covjek percipira
boje reflektiranjem svjetlosti od objekta (Gonzalez i Woods, 2008). Izvor svjetlosti dijeli se na
prirodni i umjetni. Prirodni izvor je Sunce. Umjetni izvori nastali su ljudskim djelovanjem sto
podrazumijeva rasvjetu (Paar i Martinko, 2009). Zarulje sa Zarnom niti imaju najmanju
ucinkovitost te samo 5% elektricne energije pretvaraju u svjetlost, a ostalih 95% se gubi kao
toplina. Halogene Zarulje su Zarulje koje u svojoj Zarnoj niti sadrze plin (flour, klor, jod ili brom)
koji daje bijelu svjetlost. Veca im je iskoristivost i imaju duZi vijek trajanja. Svjetle¢e diode
(LED), takozvane Stedne Zarulje imaju dug vijek trajanja i malu potrosnju energije, a mogu se

proizvesti u vise razliCitih boja i nemaju Stetnih UV zracenja (Sumper i Baggini, 2012).
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Glavni princip rada digitalnog fotoaparata zasniva se na principu fokusiranja slike pomocu
objektiva, otvaranju blende koja zajedno sa zatvaracem odredi ekspoziciju. Svjetlost se
apsorbira pomocu fotoosjetljivog senzora i sve faze nastanka fotografije se odvijaju u samom
fotoaparatu (snimanje, obrada, pohrana). Senzor se sastoji od fotoosjetljivih ¢elija koje na
osnovu jadine primljene svjetlosti tvore signal odredene jakosti. Celije su prekrivene crvenim,
zelenim ili plavim filterom zbog ¢ega reagiraju na skupinu primarnih boja odnosno crvenu,
zelenu i plavu. Dobiveni elektri¢ni signal svake éelije potrebno je digitalizirati, odnosno
pretvoriti u digitalni oblik Sto oznacava da ¢e svaki signal dobiti odredeni broj kako bi se mogao
obraditi racunalom. Fotoaparat obraduje signale razli¢ite jakosti iz pojedinacnih celija pri
¢emu pikseli imaju odgovarajucu vrijednost boje o ¢emu ovisi kvaliteta snimljene fotografije.

Vrijednosti piksela se medusobno povezuju i tvore slikovnu datoteku (Novosel i sur., 2006).

Za obradu prikupljenih informacija koristi se racunalo koji ima odgovarajuéu programsku

opremu, programe u racunalnom sustavu koji se nazivaju softver (Grundler i Sutalo, 2010).

2.3.4. Vrste i formati digitalnih slika

Digitalne slike klasificiraju se u dvije kategorije:

1. bitmapne slike,

2. vektorske slike.

Bitmapne slike su pravokutni niz uzrokovanih vrijednosti ili piksela. Ova vrsta slika odlikuje se
to¢no odredenim brojem piksela. Nadalje, uveéavanjem bitmapne slike kvaliteta opada kada

dosegne odredenu vrijednost. Formati bitmap slike su BMP, GIF, PNG, TIFF i JPEG.

PNG (portable network graphics) je oblik pohrane bez gubitka i najviSe se upotrebljava za
komprimiranje slike koje su reverzibilne Sto podrazumijeva da je nekomprimirana slika
identi¢na izvornoj (Tyagi, 2008). Takoder, to je format koji komprimira cijelu obojenu sliku s

transparencijom kodirajuci razliku izmedu svakog piksela (Gonzalez i Woods, 2008).

JPG/JPEG (joint picture experts group) je format koji je optimiziran za fotografije i slike
kontinuiranog tona koje sadrze velik broj boja. Ovaj oblik datoteke mozZe postici velike omjere

kompresije uz zadrzavanje prvobitne kvalitete slike. Komprimirani oblik moZze pohraniti 24 bit-
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nu sliku koja sadrii oko 16 milijuna boja (slike koje su pohranjene u multimedijskim

aplikacijama) (Tyagi, 2018).

Vektorske slike. Ovaj tip slika koristi matematic¢ke informacije kao Sto su duZina, boja, debljina
koje su u obliku vektor veli¢ine. Mogu se spremiti u bilo koju veli¢inu, rezoluciju i u bilo kojem
obliku izlazne datoteke. Takoder, prikladne su za ilustracije, crteze i fontove (Tyagi, 2018).

Vektorske slike su SVG, STEP,EPS, STL itd. (Adobe, 2022).

2.3.5. Analiza digitalne slike

Analiza digitalne slike zapocinje konvertiranjem slike u boji ili sive slike u binarnu kako bi se
pojednostavio i ubrzao proces obrade. Takav postupak konvertiranja naziva se binarizacija.
Predoperacijski postupci koji se koriste su segmentacija i ekstrakcija rubova. Postupkom
segmentacije slika se podijeli na manje dijelove i kao takva se koristi za prepoznavanje i
klasifikaciju objekata, a ekstrakcija za pronalazenje odredenih dijelova objekta. Kako bi se slika
poboljsala za ljudsko oko koristi se postupak zaosStravanja dok se zagladivanje koristi za

zamucivanje objekata na slici (Tyagi, 2018).

Od digitalne slike se ocekuje izdvajanje odredene informacije iz skupa, mogucnost zakljucka iz
nekompletnih informacija i u¢enje na osnovu uzorka. Sustavi za prepoznavanje koriste se za
dobivanje geometrijskih transformacija trazenog predmeta, translacije, skaliranja i rotacije.

Analiza slike provodi se :

o detekcija rubova - algoritam koji nalazi rubove duZ linije piksela. Koristi se za
identifikaciju i lociranje diskontinuiteta u intenzitetu piksela gdje diskontinuitet
oznacava nagle promjene u intenzitetu piksela. Zasniva se na ideji razlikovanja naglih
promjena u svjetlini slike te tako dobiva informacije o linijama na slici ili o rubovima
objekata. Promjena u svjetlini predstavlja promjenu svojstva materijala. Prikupljene
informacije koriste se za raspoznavanje poloZaja objekta u odnosu na okolinu,
izoStravanja, izdvajanje iz pozadine (Draganic i sur., 2013).

e trazenje uzorka - lociranje odredene regije na slici koje odgovaraju referentnom

uzorku. On se primjenjuje tako da se unaprijed odredi uzorak koji oznacava objekt koji
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se traZi. Koristi se za definiranje poloZaja objekta na slici, da bi se izvrsila inspekcija
prisutnosti i mjerile razli¢ite dimenzije (Nixon i Aguado, 2020).

traZenje geometrijskih znacajki - algoritam koji je specijaliziran za prepoznavanje
uzorke odredenih geometrijskih informacija i oblika. Primjer algoritma je globalna
analiza znacajki (Global feature analysis GFA) koja se primjenjuje na binarnoj slici s
geometrijskim znacajkama kao Sto su teziste i povrsSina (Zuech, 2019).

mjerenje dimenzija - pomoc¢u ovog algoritma dobivaju se informacije kao Sto su
udaljenost kutova, povrsine, polozaj linija i kruznica. Sve mjere koje se dobiju su
definirane u odnosu na koordinantni sustav. Potrebno je definirati podrucje interesa.
Koraci za odredivanje algoritma za mjerenje dimenzija su: postavljanje koordinatnog
sustava, odredivanje podrucja mjerenja unutar slike, akvizicija dijela slike na kojoj se
nalazi objekt koji mjerimo, ponovno postavljanje koordinatnog sustava te mjerenje na
osnovu odredenih parametara pri ¢emu se dobiva rezultat na osnovu razlike izmedu

referentne i izmjerene slike (Baljak, 2009).
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3. EKSPERIMENALNI DIO



3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je pratiti rast i obezbojenje sintetskih bojila gljivama bijelog truljenja
Trametes gibbosa i Trametes versicolor AG613, primjenom metode racunalne analize slike.
Analiza slika napravljena je u specijaliziranom programskom alatu, Imagel, koji se primjenjuje

u mikrobiologiji, biologiji, medicini i drugim znanstvenim podrucjima.
3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Bojila

Koristena sintetska bojila:
a) kongo crvenilo (Merck, USA)
b) fuksin (Merck, USA)
c) metilensko modrilo (Merck, USA)
d) kristal violet (Merck, USA)

e) malahitno zelenilo (Merck, USA)

Slika 6 Sintetska bojila
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3.2.2. Mikroorganizmi — gljive bijelog truljenja

Primijenjene gljive pripadaju privatnoj zbirci Institute for Applied Mycology and
Biotechnology, Celje, Slovenija te su izolirane na podrucju Celja i Laskog u Sloveniji i Culture

Collection of Basidiomycetes, Prag, Ce$ka (AG 613)
e Trametes gibbosa
e Trametes versicolor AG613

Mikroorganizmi su uzgajani na krumpirovom glukoznom agaru (PDA, Liofilchem, Italija) kojem

su dodana bojila.

3.2.3. Ostali pribor

Za pripremu podloge za obezbojenje koristeni su PDA i odredeni volumen mati¢ne (stock)
otopine bojila, tehnicka vaga, plasticne kivete, sterilne tikvice, Petrijeve zdjelice (promjera 90
milimetara), autoklav, vodena kupelj, termostat, digitalni fotoaparat Nikon D5600 s

objektivom (karakteristike su prikazane u Tablici 1) , tronoZac, digestor te rasvjetna lampa.

Tablica 1 Tehnicke karakteristike digitalnog fotoaparata

Model Single-lens refleks digitalna kamera
Efektivni 24.2 milijuna
pikseli
24.78 milijuna

Ukupni pikseli

6000x4000 (velika)

Veli¢ina slike 4496x3000 (srednja)

kseli
(pikseli) 2992x2000 (mala)

RAW: 12 ILI 14 bit, komprimirano

Format
JPEG
ISO ISO 100 to 25600
osjetljivost
Zariéna duljina: 4.5 -6.3.
i Slika 7 Digitalni
Objektiv Objektiv: 70 — 300 milimetara, g

fotoaparat, tronoZac,

telephoto lampa
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3.2.4. Metode

Kulture gljiva su uzgojene na PDA agaru tijekom 7 dana pri 25°C. Porast gljive je izrezan
sterilnim busacem ¢epova promjera 6 mm i dobiveni disk je koristen za nacjepljivanje ploca
PDA s dodatkom odredenog volumena stock otopine kako bi se postigla Zeljena
koncentracija u podlozi (uz kontrole bez dodatka bojila). Porast je prenesen sterilnom
Spatulom u srediste zdjelice, s porastom kulture prema gore. Istovremeno su pripremljene

zdjelice bez nacjepljivanja gljiva (abiotske kontrole). Sve zdjelice u inkubirane pri 25°C.

Slika 8 Nacjepljivanje podloge diskom gljivama bijelog truljenja

Pracenje rasta i obezbojenja podloge gljiva bijelog truljenja. Rast i obezbojenje gljiva bijelog
truljenja praéeni su tijekom 49 dana, od 7. oZujka 2022. kada su uzorci prvi puta slikani do 25.
travnja 2022. godine, s digitalnim fotoaparatom Nikon D5600 i objektivom Nikon AF-P DX
NIKKOR 70-300 mm f/4.50-6.3 G ED, model 20061. (Slika 7) Fotografiranje je provedeno u
mikrobioloSkom laboratoriju, u tami, gdje je jedini izvor svjetlosti bila lampa za pozadinsko
osvjetljavanje uzorka (uzorak se stavljao na izvor svjetla). Pozicija fotoaparata, u€vrséenog na
tronoscu, tijekom postupka slikanja nije mijenjana (okomito iznad uzorka, na istoj udaljenosti).
Gljive bijelog truljenja slikane su svaka dva dana, do potpunog prorasta, nakon cega se slikanje
provodilo jednom tjedno u cilju praéenja obezbojenja podloge. Uzorci su fotografirani s obje

strane, prvo gornja (oznaceno slovom 'a' u nazivu slike), a zatim i donja strana (oznaka 'b') uz
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zadrZavanje orijentacije Petrijeve zdjelice. Svako fotografiranje provedeno je istim
redoslijedom uzoraka, prvo uzorci abiotskih proba (bojane podloge bez nacijepljenih gljiva),
referentni uzorci (nebojana podloga s nacijepljenim gljivama Trametes versicolor AG613,
Trametes gibossa), zatim uzorci nacijepljenih gljiva na bojanim podlogama (kongo crvenilo,
kristal violet, metilensko modrilo, fuksin i malahitno zelenilo) , pocevsi od najmanje do najveée
koncentracije bojila (10 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L) svih triju ponavljanja. Uzorci gljiva koje su

prorasle podlogu (dosegle rubove Petrijeve zdjelice) slikane su 7 dana nakon utvrdivanja

prorasta.
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13)
7.3. 9.3. 11.3. 13.3. 15.3. 17.3. 19.3. 21.3. 28.3. 4.4, 11.4. 19.4. 25.4.
192 192 192 192 192 TG-74 TG-48 192 192 192 192 90 90
TV-84 TV-140

Slika 9 Datum fotografiranja i broj fotografija

Datumi fotografiranja zajedno s brojem fotografija prikazani su na slici 9.

Priprema slika za analizu.

Nakon prebacivanje datoteka s digitalnog fotoaparata na osobno racunalo, potrebno je
provesti preimenovanje datoteka i sortiranje prema vrsti gljiva, bojilu i koncentraciji.
Preimenovanje je automatizirano pomocéu dva Python programa 'imena_uzoraka.py' i
'slike_preimenovanje.py' (Prilog 4 i 5). Prvi program sluzi za generiranje tekstualne datoteke s
imenima svih uzoraka, po redu kako su fotografirani. Drugi program provodi preimenovanje
prema generiranim imenima, vodedi racuna o broju datoteka i generiranih imena (mora biti
jednak), te stvara tekstualnu datoteku s zapisima preimenovanja (staro_ime->novo_ime) zbog
nadzora postupka i mogucnosti ispravke ako dode do pogreske. Ostale manipulacije simenima
slika odradena su uporabom regularnih izraza (regular expressions). Razvrstavanje

imenovanih slika u pripadajuée mape odradeno je pomocu bash skripti (Prilog 7).

Uklanjanje pozadine, tj. isijecanje sadrzaja Petrijevih zdjelica i skaliranje odradeno je
poluautomatski u ,,GNU Image Manipulation Programm®-u (skra¢eno GIMP), pomocu Python-

Fu skripte (makro naredbe), koja je prikazana u prilogu 6. Postupak se sastoji od rucnog
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oznacavanja unutarnjeg dijela Petrijeve zdjelice pomodéu alata elipticni odabir s uklju¢enim
opcijama zagladivanja rubova, proSirenja iz sredista i fiksne veli¢ine. Nakon izvrSenog odabira,

pokreée se skripta koja automatski:

e dodaje alfa kanal (prozirnost),

e vrsiinverziju selekcije i briSe oznaceno,

e ponovo vrsi inverziju selekcije i obrezuje sliku na selekciju

e podesava veli¢inu slike na 2000 x 2000 piksela (Sirina x visina) i smanjuje XiY rezoluciju
na 150 piksela/in¢u kubicnom interpolacijom

e sprema sliku u PNG formatu, zadrzavajuci ime originalne slike.

GIMP je besplatni program (Open Source), koji je dostupan za Microsoft Windows, GNU/Linux
i macOS operativne sustave, a sluzi za obradu digitalnih fotografija razli¢itih formata (BMP,
GIF, JPEG, MNG, PCX, PDF, PNG, PS, PSD, SVG, TIFF, TGA, ...) (The GIMP Development Team,
2019).

Mijerenje porasta programom ImagelJ.

Imagel je program, Ciji je razvoj zapoceo 1997. godine, kada je Wayne Rasband razvojni
inZenjer u Nacionalnom institutu za zdravlje u Sjedinjenim Americkim Drzavama (National
Institute for Health, NIH), poceo raditi na prebacivanju aplikacije NIH Image pisane u Pascalu
za Mac Il racunala u Java programski jezik kako bi ga ucinio dostupnim na svim platformama
(operativnim sustavima) koji imaju Java Runtime Enviroment (JRE) (Schneider i sur., 2012).
Tijekom razvoja, kako je program otvorenog koda (Open Source), niz dobrovoljaca je
implementiralo veliki broj alata i algoritama za prikazivanje, analiziranje, uredivanje i
spremanje slika od 8, 16 i 32 bita (ImageJ, 2022). Funkcionalnost programa je moguce prosiriti,
automatizirati analize i operacije nad slikama, pomocu makronaredbi i/ili skripti u Java
programskom jeziku koje ubrzavaju obradu slika (Collins, 2018). ImagelJ je jednostavan za
upotrebu (Slika 10), podrzava velik broj razlicitih formata slika (TIFF, GIF, JPEG, BMP,DICOM,

FITS), a primjenjuje se naj¢esée u mikroskopiji te medicinskim snimanjima (ImagelJ, 2022).
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Slika 10 ImageJ

Mjerenje rasta i obezbojenja gljiva bijelog truljenja provedeno je u Imagel-u, na nacin da se
pripremljene slike uvezu u program, te se odredi poznata duljina objekta na slici (promjer P.
zdjelice D=90 mm) u pikselima naredbom ,set scale”. Ovim postupkom se umjere alati za
mjerenje duljina, odredivanjem dimenzije piksela slike u stvarnom objektu na slici, 90 mm

podijeljeno na 2000 piksela odgovara 0,045 mm/pixelu.

Odabirom alata ,straight” povucena je linija, od ruba micelija gljive ili granice obezbojenja
podloge do ruba na suprotnoj strani, program preracuna duljinu linije u pikselima u milimetre
te dobijemo rast gljive ili obezbojenje podloge. Mjerenje se radi u dvije okomite osi kao je
prikazano na slikama ispod, mjerenje rasta (Slika 11) i obezbojenja podloge (Slika 12). Duljine
se biljeze kombinacijom tipaka CTRL + M na tipkovnici u prozoru s podacima mjerenja. Sve

izmjerene vrijednosti izvezene su u Excel tablicu.

Slika 11 Mjerenje rasta

Slika 12 Mjerenje obezbojenja
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Dinamika rasta gljive Trametes gibbosa, na podlogama s dodanim bojilima, pracena je u
odnosu na rast gljive na podlogama bez bojila (referentom vrijednoscu), kod kojih je doslo do
potpunog prorasta osmog dana inkubacije (Slika 13). Micelij je simetri¢no rastao oko sredista
(micelijskog diska) gljive te je pracen u tri paralele. Prilikom mjerenja rasta vaZzna je razlika u
kontrastu izmedu podloge i samog micelija. U danima inkubacije prije potpunog prorasta rub
je teze uocljiv zbog njihove sliénosti u boji. Takoder, mikrobioloska aktivnost koja se oituje u
obliku metabolicke vode (kapljice na poklopcu Petrijeve zdjelice, na jednoj od triju paralela)
dodatno je otezala odredivanje granice ruba micelija, a samim time i mjerenje rasta. Veé¢im
danom inkubacije, rastom micelija, povecava se razlika u kontrastu izmedu gljive i podloge sto
omogucava jasnije vidljivu granicu ruba micelija i lakSe mjerenje. Dinamika rasta T. gibbosa u

skladu je s rezultatima Antunovi¢ (2017) zajedno s pojavom metabolicke vode.

Trametes gibbosa
96
o
/
E ——V
S 3
/ (6]
/
6 - T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60
dan inkubacije

Slika 13 Referenta vrijednost T. gibbosa
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Malahitno zelenilo - T. gibbosa
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Slika 14 Srednje vrijednosti vodoravnog mjerenja

Malahitno zelenilo - T. gibbosa
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Slika 15 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Najizrazitije odstupanje dinamike rasta od referentnih vrijednosti uocava se na podlozi s
bojilom malahitno zelenilo, koje je u potpunosti inhibiralo rast pri koncentracijama od 50i 100
mg/L s vrijednos¢éu promjera 6 milimetara i indeksom obezbojenja 0 (Slika 14, Slika 15, Prilog
1). Istrazivanje Eichlerove i suradnika (2006) navodi da pri koncentraciji od 0,05 g/L je doslo
do rasta gljive bijelog truljenja Dichomitus squalens i do obezbojenja podloge, dok pri ve¢im
koncentracijama (100 mg/L) nije doslo do rasta niti do obezbojenja podloge s bojilom

malahitno zelenilo.
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Kristal violet - T. gibbosa
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Slika 16 Srednje vrijednosti vodoravnog mjerenja
Kristal violet - T. gibbosa
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Slika 17 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Nadalje, bojilo kristal violet znatno je usporilo rast T. gibbosa te nije doslo do potpunog rasta

za vrijeme inkubacije (Slika 16 i Slika 17). lako nije doslo do potpunog rasta, granica micelija

jasno je uocljiva zbog razlike u boji podloge i micelija.
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Kongo crvenilo - T. gibbosa
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Slika 18 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja
Kongo crvenilo - T. gibbosa
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Slika 19 Srednje vrijednosti vodoravnog mjerenja

Rast T. gibbosa na podlogama s bojilom kongo crvenilo prikazan je na slikama 18 i 19 koje

pokazuju potpuni prorast osmog dana inkubacije. Granica rasta micelija jasno se mogla

odrediti zbog znacajne razlike u boji izmedu micelija i podloge u svim koncentracijama.

Nadalje, slike prikazuju uskladeni rast u koncentracijama 10 i 50 mg/L dok koncentracija od

100 mg/L prikazuje usporeni rast naspram manjih koncentracija.
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Fuksin - T. gibbosa
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Slika 20 Srednje vrijednosti vodoravnog mjerenja
Fuksin - T. gibbosa
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Slika 21 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Fuksin je bojilo kod kojeg je do potpunog rasta gljive doslo u isto vrijeme pri zadanim

koncentracijama. Njihov paralelan rast prikazuju slike 20 i 21. Pri koncentraciji od 10 mg/L i

pocetnim danima inkubacije granicu micelija teZe je odrediti zbog svjetlije boje micelija.

Medutim, rastom i pomakom od pocetnog dana inkubacije dolazi do jasnije granice zbog veceg

kontrasta izmedu micelija i podloge.
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Metilensko modrilo - T. gibbosa
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Slika 22 Srednje vrijednosti vodoravnog mjerenja
Metilensko modrilo - T. gibbosa
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Slika 23 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Uskladen rast pri koncentracijama 10, 50 i 100 mg/L na podlogama s bojilom metilensko
modrilo prikazuju slike 22 i 23. Nadalje, iz slika se zakljuCuje da za potpuni rast T. gibbosa
potrebno je deset dana inkubacije. Micelij gljive jasno je uocljiv na podlogama i zbog toga se

granica rasta jasno definirala.

Rezultati rasta T. gibbosa na podlogama s bojilima fuksin, kongo crvena, kristal violet i
metilensko modrilo u skladu su s rezultatima Kezerle (2020) i Antunovié (2017) koji, takoder,

navode da je doslo do potpunog rasta s vremenom inkubacije.

Obezbojenja podloga T. gibbosa praceno je usporedno s referentnom vrijednos¢u abiotskih

proba za sva odabrana bojila. Podaci koji su dobiveni programom Imagel (median, minimum,
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maximum, standard deviation i mean) za primarne boje u RGB modelu (red-crvena, green-
zelena i blue-plava) uvezeni su u Microsoftu Excelu pomocu Comma-separated values
datoteke. Na osnovu podataka median-a dobivene su srednje vrijednosti za primarne boje po
danima inkubacije ¢iji rezultati su koristeni za graficko prikazivanje promjene boje podloge
abiotskih proba tijekom vremena inkubacije. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da nema

znacajnih promjena tijekom vremena inkubacije (Prilog 3).

Kod Trametes gibbosa do obezbojenja nije doslo na podlogama s bojilom malahitno zelenilo u
koncentracijama od 50 i 100 mg/L zbog potpune inhibicije rasta gljive navedenim bojilom
(Slika 26). Na podlogama s bojilima fuksin i kongo crvenilo obezbojenje je u potpunosti
prisutno te je jasno vidljiva granica promjene boje podloge prije potpunog obezbojenja (Slika
24). Bojilo kristal violet zajedno s nepotpunim rastom gljive dovodi do nepotpunog
obezbojenja podloge s jasnom vidljivim granicama diskoloracije. Na podlogama s metilenskim
modrilom micelij gljive prekrio je podlogu Sto uzrokuje otezanom odredivanju granica i time

nedovoljno preciznim rezultatima obezbojenja (Slika 25).

”g@

Slika 24 T. gibbosa na podlozi s bojilom kongo crvena u koncentraciji od 100 mg/L tijekom vremena inkubacije
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Slika 25 T. gibbosa na podlozi s bojilom metilensko modrilo u koncentraciji od 100 mg/L tijekom vremena inkubacije

Slika 26 T. gibbosa na podlozi s bojilom malahitno zelenilo u koncentraciji od 100 mg/L tijekom vremena inkubacije

Rast Trametes versicolor AG613 pracen je usporedno s referentnim uzorkom, koji predstavlja
radni mikroorganizam nacijepljen na krumpirov glukozni agar bez bojila. Nakon deset dana
inkubacije doslo je do potpunog prorasta na podlogama (Slika 27). Rast gljive u sve tri paralele
prakticki je identican. Problem prilikom odredivanja granice micelija nije predstavljala boja
izmedu micelija i podloge, nego metabolicka voda na poklopcu petrijeve zdjelice koja je

prikazana u obliku kapljica.
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T. versicolor AG613
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Slika 29 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja
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Malahitno zelenilo je bojilo kod kojeg se rast znacajno sporije odvijao u odnosu na referentne
vrijednosti (Slika 28 i Slika 29). Postupak mjerenja rasta nije predstavljao problem zbog znatne

razlike u boji izmedu podloge P. zdjelice i micelija gljive.

Kristal violet - T. versicolor AG613
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Slika 31 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Osim malahitnog zelenila, veéu razliku u rastu, usporedujuci s referentnom vrijednos¢u ocituje
se kod podloga s bojilom kristal violet. lako je bojilo usporilo rast, s vremenom inkubacije doslo

je do potpunog rasta (nakon 22 dana inkubacije) (Slika 30 i Slika 31).
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Fuksin - T. versicolor AG613
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Slika 33 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Za potpuni rast na podlozi s fuksinom potrebno je osam dana inkubacije za sve tri

koncentracije (Slika 32 i 33). Mjerenje rasta nije predstavljalo problem zbog lako uocljive

razlike izmedu granice micelija i podloge.
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Metilensko modrilo - T. versicolor AG613
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Slika 35 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Podloge s metilenskim modrilom u koncentraciji od 100 mg/L, zbog vece koncentracije bojilo
je jace izrazeno i granica rasta micelija teze je uocljiva. S vremenom inkubacije i rastom gljive
granica postaje izrazenija i postupak mjerenja jednostavniji. Trametes versicolor potpuno je

proraslo nakon osmog dana inkubacije (Slika 34 i 35).
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Slika 37 Srednje vrijednosti okomitog mjerenja

Potpuni rast T. versicolor AG613 na podlogama s bojilom kongo crvenilo dogodio se nakon
osmog dana inkubacije kod koncentracija 10 i 50 mg/L, a pri koncentraciji od 100 mg/L dva
dana nakon (Slika 36 i 37). Odredivanje granica rasta bilo je otezano kod koncentracije od 10
mg/L na pocetku inkubacije zbog manjeg kontrasta micelija i podloge. S vremenom inkubacije
gljiva je rasla te je tako i granica postala jasnija (boja micelija jasnije je uocljiva naspram

podloge).

Dinamika obezbojenja T. versicolor AG613 pracena je usporedno s abiotskim probama.

Rezultati abiotskih proba dobiveni su programom Imagel i obradeni su u Microsoft Excelu iz

40



kojih se zakljuCuje da vrijeme inkubacije ne utjeCe na promjenu bojila u podlozi (Prilog 3).

Podaci su dobiveni istim principom kao kod T. gibbosa.

Kongo crvena, fuksin, kristal violet i malahitno zelenilo su bojila kod kojih je doslo do potpunog
obezbojenja u vremenu inkubacije s indeksom obezbojenja vrijednosti 1 (Prilog 1). Za to

vrijeme, obezbojenje se postepeno povecavalo, te se lako uocava kao sto je vidljivo na slici 38.

Slika 38 T. versicolor AG613 na podlozi s bojilom kristal violet u koncentraciji 100mg/L tijekom vremena inkubacije
Obezbojenje podloge s bojilom metilensko modrilo pokazuje slicnost s obezbojenjem podloge
kod T. gibbosa. Micelij kod koncentracije od 50 mg/L potpuno promijenio svoju boju, a

obezbojenje podloge je vidljivo na slici 39.

Slika 39 T. versicolor AG613 na podlozi s bojilom metilensko modrilo u koncentraciji od 50 mg/L tijekom vremena inkubacije
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Podaci o rastu i obezbojenju odabranih gljiva dobiveni su analizom digitalnih fotografija, koja
je omogucila obradu podataka naknadno i nije bila vremenski ograni¢ena. Rezultati su
dobiveni poluautomatski pomocu programa Imagel (opisano u poglavlju materijali i metode)
koji je znatno olakSsao mjerenje rasta i obezbojenja, jer vrijeme potrebno za mjerenje, odnosno
analizu jednog uzorka svedeno je na manje od 30-ak sekundi. Izmjerene vrijednosti su
obradene u programu Microsoft Excel, koji omogucuje vizualizaciju (graficki prikaz) dobivenih

rezultata, Sto olaksava otkrivanje veza i komparaciju podataka, odnosno tumacenje rezultata.

Prije pocCetka obrade slika potrebno je izvrsiti njihovo sortiranje i imenovanje datoteka prema
odabranoj metodologiji. Ru¢ni postupak vremenski je zahtjevan, zbog velikog broja fotografija,
Sto mozZe dovesti do pogresaka koje je potrebno ispravljati. Kako bi se ubrzao cijeli proces i
smanjila mogucénost pogreske, razvijena su dva programa u Python programskom jeziku
(opisan u materijalima i metodama), koji znacajno olaksavaju i ubrzavaju proces imenovanja i
sortiranja. Naime, nakon ru¢nog revidiranja slikanih uzoraka (neslikani se brisu iz datoteke
uzorci.txt) program slike_preimenovanje.py preimenuje 180 slika u manje od sekunde, Sto u
praksi znaci smanjenje potrebnog vremena s razine nekoliko sati na par minuta (ukljucujuci

uredivanje datoteke uzorci.txt).

Izazov pri mjerenju rasta i obezbojenja javlja se kod pripreme slika za analizu gdje je potrebno
ukloniti pozadinu, odnosno izdvojiti dio slike od interesa (eng.region of interest ROI) (podloga
s gljivom) od ostatka fotografije (Petrijeva zdjelica, postolje). Ru¢no uklanjanje pozadine,
pomocu specijaliziranih programa(GIMP), dugotrajan je postupak zbog broja fotografija koje
treba obraditi i koraka (alata) u samom postupku, kako je navedeno u poglavlju materijali i
metode. Postupak uklanjanja pozadine olakSan i ubrzan je, automatiziranjem dijela koraka
pomocu Python-Fu skripte, koja automatski ukloni sve osim oznacenog (ROI) dijela slike i
spremi obradenu sliku u Zeljenom obliku (format, veli¢ina, rezolucija). Potpuna automatizacija
procesa nije uspjela, uporabom ImageMagic-a iz naredbenog redka (skripte), jer kod
odredenog broja slika dolazi do pogresnog odabira pozadine. Tada se pozadinom ujedno i
ukloni dio koji je vazan za daljnju analizu (Slika 40), zbog slicnosti boja ruba Petrijeve zdjelice i

same podloge.
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Slika 40 Greska prilikom uklanjanja pozadine

Rezultati rasta T. gibbosa i T. versicolor AG613 dobiveni su bez veéih poteskoca. Micelij gljiva
znatno se razlikuje od boje podloge na kojoj se nalazi. Razlika u boji omogucava lakse
odredivanje granice rasta i dobivanje tocnijih rezultata. No, tijekom inkubacije na poklopcu
Petrijeve zdjelice dolazilo je do kondenzacije (metabolicka voda) vlage (sitne kapljice) koja
smeta pri odredivanju granice rasta gljiva, odnosno obezbojenja podloge. Problem
kondenzacije prikazan je na slici 41 kada se sa sigurnoS¢u ne moze odrediti tocna granica rasta.
Smanjenje vidljivosti dovodi do pogresaka prilikom mjerenja. Za smanjivanje utjecaja
mjehuri¢a, odnosno nepravilnosti u samim podlogama (pikseli s velikom razlikom u boji u
odnosu na susjedne piksele), primijenjen je filter Median, koji uklanja Sum iz slike na nacin da
zamjenjuje vrijednost piksela s medianom vrijednosti susjednih piksela. Posljedica djelovanja
navedenog filtera je smanjenja vidljivost kapljica i lakSe mjerenje rasta. Kondenzacija je
predstavljala problem samo prilikom mjerenja rasta zato Sto se nalazila na poklopcu P. zdjelice.
Za dobivanje rezultata obezbojenja nije imala utjecaj jer su mjerenja provedena na donjoj

strani Petrijeve zdjelice.
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Slika 41 Kondenzacija na poklopcu P. zdjelice

Automatsko mjerenje rasta, odnosno obezbojenja podloga nije bilo moguce provesti jer
segmentacija slika tresholding algoritmima dostupnim u Imagel programu nije davala
rezultate, pogotovo tijekom uznapredovalog rasta gljiva. Nadalje, dodatne poteskoce
predstavljala je kondenzacija, odnosno nesavrSenost na agarnim plo¢ama te njihovo pucanje
uslijed isuSivanja na kraju promatranog perioda inkubacije. Sam micelij gljive oteZao je
odredivanje granice obezbojenja svojim rastom jer je zaklanjao obezbojenja (taman je u
odnosu na podlogu). Vrijednosti indeksa obezbojenja za svako bojilo i vrstu gljive prikazani su

u prilogu 1i 2.
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5. ZAKLJUCCI



Na osnovi rezultata istrazivanja, provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Rezultati dinamike rasta gljiva i obezbojenja podloga bojanih bojilima su u skladu s
literaturno dostupnim rezultatima, a koji su dobiveni metodom mjerenja rasta i
obezbojenja pomodéu pomiéne mjerke.

e Uporabom razvijenih programa i postupka ubrzava se i olakSava postupak pracenja
rasta gljiva i obezbojenja podloga.

e QOgrani¢enja primjene ove metode, odnosno potpune automatizacije postupka, vezana
su uz problematiku segmetacije slike, odnosno razlikovanja objekata od interesa i
pozadine, pogotovo u kasnijim fazama inkubacije zbog prorasta micelija, gdje algoritmi
odredivanja praga (eng. Tresholding) ne mogu segmentirati sliku.

e Za postizanje boljih rezultata segmentacije slike potrebno je modificirati osvjetljenje s
ciliem povecanje razlike izmedu podloge, obezbojene podloge i micelija gljive,
odnosno fotografiranje u vise podrucja (multi spektralna fotografija) i/ili segmentacija

na temelju teksture odnosno entropije.
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7.PRILOZI



Prilog 1 Tablice indeksa obezbojenja T. versicolor AG613 ; / - nije slikano

Uzorak [mg/L]

DEKOLORIZACIISKI INDEKS - KONGO CRVENA - T. versicolor

\ o \ [o] v [o] v o] \ [o] v ] \ o] \ (o] v o] \ (o] v (o] v o] \ (0]
10| 0,000/ 0,000 0,000{ 0,000| 1,144| 1,272 1,143| 1,030| 0,950( 1,038| 0,879| 0,919 / / 1,000( 1,000( 1,000 1,000| 1,000} 1,000 1,000 1,000| 1,000| 1,000| 1,000| 1,000
50| 0,000] 0,000|0,694| 0,692 1,052| 1,030| 1,014|1,037| 1,029|1,142|1,015| 1,015/ 0,957| 0,947] 0,965| 0,968 0,965 0,974 1,000{ 1,000| 1,000( 1,000 1,000{ 1,000| 1,000( 1,000
100( 0,000{ 0,000| 0,000 0,000{0,961] 0,928 1,011{0,961| 1,020/ 1,005/ 0,922(0,925| / / |1,000]1,000| 1,000{ 1,000 1,000] 1,000( 1,000 1,000 1,000| 1,000{ 1,000| 1,000
DEKOLORIZACISKI INDEKS - KRISTAL VIOLET - T. versicolor
0 4 6 8 0 4 8 4 49
Uzorak [mg/L]
\ o \ o] Y o] \ o \ o \ o] \ o} \ o Vv (o] Y (o] \ o \ o Vv (0]
10] 0,000/ 0,000 1,755| 1,700( 1,111} 1,159( 1,087| 1,040| 1,059] 0,997| 1,078 1,004 1,109 |1,055| 1,093| 1,036| 1,000| 1,000| 1,000f 1,000{ 1,000( 1,000} 1,000| 1,000| 1,000| 1,000
50| 0,000/ 0,000 1,619 1,839 1,515 1,517 1,422] 1,366] 1,261] 1,233| 1,096 1,087 1,068 |1,054| 1,060| 1,049] 1,000| 1,000| 1,000 1,000{ 1,000( 1,000} 1,000| 1,000| 1,000{ 1,000
100| 0,000| 0,000| 1,612| 1,640| 1,578 1,555( 1,346| 1,345| 1,248| 1,259] 1,078 1,085 1,033| 1,074 1,012| 1,064| 0,974] 0,979] 1,000{ 1,000 1,000( 1,000} 1,000{ 1,000| 1,000{ 1,000
DEKOLORIZACIJSKI INDEKS - FUKSIN - T. versicolor
0 4 6 8 0 4 8 4 49
Uzorak [me/L]
\ o 3 [0} \ o 3 [0} \ o \ [0} \ [0} \ o \ [0} \ o 3 [0} \ o \ [0}
10| 0,000] 0,000| 0,000 0,000| 0,000| 0,000| 1,005| 1,057| 1,000| 1,000 / / / / 1,000{ 1,000] 1,000( 1,000( 1,000{ 1,000| 1,000( 1,000( 1,000| 1,000| 1,000( 1,000
50/ 0,000 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,311 0,325 1,046| 1,148 0,928 0,973| 0,974| 0,975| / / 1,000{ 1,000] 1,000( 1,000 1,000{ 1,000| 1,000( 1,000 1,000| 1,000| 1,000( 1,000
100 0,000| 0,000| 0,000 0,000| 0,000| 0,000| 0,928| 0,983 0,866| 0,964| 0,922]| 0,874| / / 1,000{ 1,000] 1,000( 1,000 1,000{ 1,000| 1,000( 1,000( 1,000| 1,000| 1,000( 1,000
DEKOLORIZACISKI INDEKS - METILENSKO MODRILO - T. versicolor
0 4 6 8 0 4 8 4 49
Uzorak [mg/L]
Vv (o} v o 2 o \ [0} \ [0} \ [0} \ o \ o 3 [0} 3 [0} \ [0} \ o Vv o
10| 0,000]0,000|0,000{ 0,000{ 0,000(0,000| 1,010| 1,044(0,857| 0,898/ 0,873| 0,912 / / 10,892]|0,882|0,914(0,916|0,930| 0,941| 1,000 1,000| 1,000| 1,000] 1,000 1,000
50 0,000{0,000(0,334]0,353] 0,985| 1,002 0,977| 1,010/ 0,889/ 0,876 0,837/ 0,880 / / ]0,951{0,973| 1,000] 1,000| 1,000 1,000 1,000{ 1,000} 1,000| 1,000| 1,000| 1,000
100{ 0,000] 0,000 0,000 0,000] 0,000 0,000 1,034 1,033{0,965| 1,026] 1,043| 1,037 0,000| 0,000} 0,937]0,907{ 0,914 0,916| 0,930/ 0,941 1,000| 1,000] 1,000{ 1,000{ 1,000{ 1,000
DEKOLORIZACIHJSKI INDEKS - MALAHITNO ZELENILO - T. versicolor
0 4 6 8 0 4 8 4 49
Uzorak [mg/L]
Y (o] \ o] \ o \ (o] \ ¢} \ o] \ o \ o \ o] \ o \ o] \ o \ (o]
10| 0,000 0,000] 0,000 0,000f 1,130] 1,058 1,124 1,118] 1,109| 1,068| 1,064| 1,036/ 1,066|1,051| 1,087| 1,016 1,114] 1,011} 1,021 1,012f 1,000{ 1,000{ 1,000{ 1,000] 1,000 1,000
50| 0,000| 0,000 0,000{ 0,000] 0,989| 1,040( 1,065| 1,075| 1,173] 1,167| 1,112 1,084]1,092|1,121| 1,018 1,046| 1,034] 1,240| 1,144| 1,155 1,000| 1,000| 1,000/ 1,000 1,000| 1,000
100| 0,000] 0,000{ 0,000| 0,000| 0,000| 0,000 0,434| 0,386| 1,202| 1,196| 1,217| 1,197|1,221|1,275| 1,237 1,229] 1,210| 1,178| 1,178 1,173 1,206| 1,188| 1,093 1,056 1,118| 1,152




Prilog 2 Tablice indeksa obezbojenja T. gibbosa; / - nije slikano

DEKOLORIZACISKI INDEKS - KONGO CRVENA - T. gibbosa
0 4 8

o \ (o] \ o \ o \ (o]

0] 6 8
Uzorak (mg/L) !
A (¢} \ o} \ o 3 o} ) o 3 o} \ (¢} 3 0 \
0,972| 0,966| 0,934| 0,912 / / 1,000/ 1,000( 1,000 1,000| 1,000{ 1,000 1,000f 1,000| 1,000| 1,000 1,000f 1,000
0912 / / 1,000/ 1,000( 1,000 1,000| 1,000| 1,000 1,000f 1,000| 1,000| 1,000{ 1,000f 1,000

1,083( 1,132 1,040{ 1,079] 1,000{ 1,000 1,000{ 1,000| 1,000{ 1,000 1,000f 1,000

10 0,000{ 0,000{ 0,000| 0,000( 1,643 1,570] 1,094| 0,984
50| 0,000| 0,000] 0,000/ 0,000f 1,405| 1,383) 1,291 1,293 1,185] 1,182| 0,898
100( 0,000( 0,000f 0,000| 0,000{ 1,301 1,519 1,279] 1,291| 1,204 1,137 1,104) 1,185] 1,107 1,101

DEKOLORIZACIJSKI INDEKS - KRISTAL VIOLET - T. gibbosa
0 4 6 8 0 4 8
Uzorak [mg/L]
\ o \ o \ o} \ [o] \ o \ o \ o] \ [o] \ [o] \ o \ o ) o \ [o]
10{ 0,000| 0,000| 0,000{ 0,000| 2,201| 2,063| 1,363| 1,310| 1,235 1,226| 1,206 1,171| 1,253| 1,236

50| 0,000( 0,000{ 0,000| 0,000 2,538| 2,512| 2,571] 2,568| 1,669| 1,542 1,511 1,465| 1,446| 1,429 1,363

1,298| 1,310f 1,315| 1,279 1,227 1,140] 1,091 1,015 1,003| 1,026 1,082| 1,082

1,346 1,407| 1,393| 1,227 1,171 1,170| 1,156| 1,252| 1,235| 1,193] 1,190
1,325| 1,443| 1,282| 1,297| 1,216 1,159| 1,199| 1,148 1,232| 1,157

100| 0,000{ 0,000| 0,000 0,000{ 2,713| 2,705| 2,192 2,155| 1,523| 1,735| 1,430| 1,298| 1,346 1,264| 1,345| 1,325

DEKOLORIZACIJSKI INDEKS - FUKSIN - T. gibbosa
0 4 6 8 0 4 8 4 49
Uzorak [mg/L]
\ (0] " (0] ) (0] ) (0] \ (0] V| o A (0] \ o \ o A [0} \ o \ o \ [0}
10| 0,000/ 0,000{ 0,000| 0,000{ 0,000| 0,000 0,000| 0,000| 0,983 1,038| / / / / ]1,000]1,000( 1,000] 1,000| 1,000] 1,000{ 1,000 1,000| 1,000 1,000| 1,000( 1,000
50| 0,000/ 0,000| 1,612 1,431|0,900|0,853| 1,015 1,017| 1,000| 1,000| / / / / ]1,000] 1,000] 1,000] 1,000| 1,000] 1,000| 1,000] 1,000 1,000| 1,000 1,000| 1,000
100( 0,000|0,000( 1,374| 1,140( 1,328] 1,203 1,066| 1,061/ 0,920| 0,933| / / / / ]1,000] 1,000] 1,000] 1,000| 1,000] 1,000| 1,000] 1,000 1,000| 1,000( 1,000| 1,000

DEKOLORIZACIJSKI INDEKS - METILENSKO MODRILO- T. gibbosa
4 8 0 4 8

Uzorak [mg/L]
\ o \ o \ o \ o \ o \ o

\ (] \ (o} \ (o} \ (o} \ (o] \ (o]

10] 0,000( 0,000} 0,000/ 0,000( 0,892 0,866 0,686 0,669] 0,713 0,686] 0,729( 0,735 0,896] 0,909( 1,000] 1,000( 1,000 1,000] 1,000 1,000 1,000/ 1,000| 1,000| 1,000

50} 0,000] 0,000/ 0,464 0,458| 0,477] 0,484] 0,936] 0,932 1,023]1,017| 1,000{ 1,000 1,000/ 1,000{ 1,000/ 1,000( 1,000| 1,000| 1,000 1,000 1,000{ 1,000{ 1,000| 1,000

~|[~I|~]o

~ |~ I~]<

100} 0,000] 0,000{ 0,000{ 0,000 0,326] 0,254] 0,931] 0,965 1,057| 0,940| 0,963| 0,927 1,000/ 1,000{ 1,000/ 1,000( 1,000 1,000| 1,000 1,000 1,000{ 1,000{ 1,000] 1,000

DEKOLORIZACIJSKI INDEKS - MALAHITNO ZELENILO- T. gibbosa

0 4 6 8 0 4 8
Uzorak [mg/L]
v o A o A o v o \ o \ o ) (o] \ o \ o \ o \ (o] ) (o]

\ o

10| 0,000| 0,000] 0,000| 0,000] 0,000 0,000| 1912| 1,754] 1352| 1,152 1,269 1,232| 1,261 1,198] 1,251| 1,203| 1,202 1,097 1,268 1,227 1,454| 1431| 1,168] 1,211] 1,164| 1,199

0,000] 0,000] 0,000] 0,000 0,000] 0,000] 0,000 0,000] 0,000] 0,000] 0,000| 0,000] 0,000] 0,000/ 0,000 0,000

50| 0,000] 0,000] 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000[ 0,000
0,000] 0,000] 0,000] 0,000 0,000 0,000] 0,000] 0,000 0,000] 0,000] 0,000] 0,000] 0,000| 0,000] 0,000/ 0,000 0,000

100{ 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000{ 0,000| 0,000




Prilog 3 Prikaz promjene boje podloga tijekom vremena inkubacije abiotskih proba. R —oznaéeno crvenom linijom, G — oznaceno zelenom linijom,
B — oznaceno plavom linijom

RGB-Kongo crvenilo_10 RGB-Kongo crvenilo_50
250 250
.;20()‘\......__.__. —_o—o ® £ 20 g 00—e000—e—o—0o——o—o
g 150 ".\...,..._.+-—o-§.__.——o—o 1% 150
Q " Nveo0o00—¢— o —o—0— 2, e¥ 000 —o—o—0——0—2
€ 100 S 100 (,_.__.....-o—o—o-—-o_o——o
% 50 5 50
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
dan inkubacije dan inkubacije
RGB-Kongo crvenilo_100 RGB-Kristal violet_10
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250
220 ggeteeee—o—o— o . o . 200
£ 150 8150A0-0-0+Mﬂ *r——o——0—9
:q_—{ E — {O— —0—O0—0
;. 100 m:.:.&”_ﬁ_._.*'—-. E 100
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sr. vrijednost

RGB-Kristal violet_50
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Prilog 4 Program ,,imena_uzorak.py*

Created on Wed Mar 23 13:57:15 2022
Kreiranje datoteke s imenima uzoraka za automatsko preimenovanje
@author: Anamarija Brki¢ i Frane Caci¢ Kenjeri¢

al,lbl)
(1,2, 3)
=("cr',ev','mb", Y, 'mg)

=('10','50" '1@@)
=("abio ','tv8 ",'gr ','gl ','ag ', 'tg ', 'tv6 ")

for h in mikro:
for i in bojilo:
for j in konc:
for k in paralele:
for 1 in strane:

ime = htitjrk+l
a=1+a
print(ime)




Prilog 5 Program ,,slike_preimenovanje.py”

current_pro

1 natsort import natsorted

file = open('uzorci 25042022

imena = file.read().splitlines()

print('Uéitano je ',len(imena),’
file.close()

cur_path=(os.getcwd())

path = cur_path +

print( " Idem ;1like u direktorij : + path)
bs.chdir(path)

print(f"{i}. "+ slike[i] + " > {imena[i]}.JPG", file=log)

=T

0s.rename(slike[i

.listdir(path)




Prilog 6 Za GIMP makro za poluautomatsku predobradu slike

from gimpfu import *

fck_makro (image, drawable):

ime_slike=pdb.gimp_image get filename(image)
pdb.gimp_layer add_alpha(drawable)
pdb.gimp_selection_invert(image)

pozadina = drawable

pdb.gimp_edit_clear(pozadina)
pdb.gimp_selection_invert(image)
layer=image.active_layer
x0,y0=pdb.gimp_drawable_offsets(layer)
non_emty,x1,yl,x2,y2=pdb.gimp_selection_bounds(image)
pdb.gimp_layer_resize(layer,x2-x1,y2-yl,x0-x1,y0-yl)
pdb.gimp_image resize_to_layers(image)
pdb.gimp_image_scale(image, 2000,2000)
pdb.gimp_image_set_resolution(image,150,150)
pdb.file_png_save(image, layer, ime_slike, "proba.png", 1,9,1,1,1,1,1)

register(
"python-fu_fck_makro",
"Automatizacija predobrade slike",
"First removes background then resizes image to content",
"Frane Cacic Kenjeric", "Frane Cacic Kenjeric", "2022",
"fck_proba",
"RGB*",

(PF_IMAGE, "image", "takes current image",
(PF_DRAWABLE, "drawable", "Input layer",

Is
(1,

fck_makro, menu="<Image>/Frane",




Prilog 7 Bash skripta za razvrstavanje imenovanih slika u pripadajuée mape

cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp
cp

*abio crl0 1%
*abio crl0 2*
*abio crl0 3*
*abio cr50 1%
*abio cr50 2%
*abio cr50 3*

/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/crl0/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/crl0/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/crl0/3
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cr50/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cr50/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cr50/3

*ablo crl00 1* /medla/frane/HP ladica/Slike/1 _abiotske/crl100/1
*abio crl00 2% /medla/frane/HP ladica/Slike/1 ablotske/cr100/2
*abio cr100_3* /media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cr100/3

*abio cv10 1%
*abio cv1Q 2%
*abio cv10 3*
*abio cv50 1%
*abio cv50 2%
*abio cv50 3*

/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv10/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv10/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv10/3
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv50/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv50/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv50/3

*abio cv100_1* /media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv100/1
*abio cv100 2* /media/frane/HP ladica/Slike/l1 abiotske/cv100/2

*abio cv100 3* /media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/cv100/3

*abio f10 1%
*abio f10 2%
*abio f10 3*
*abio f£50 1%
*abio f£50 2*
*abio f50 3%
*abio f100 1*
*abio £f100_ 2*
*abio f100 3*
*abio mbl0 1%
*abio mbl0 2*
*abio mbl0 3*
*abio mb50 1*
*abio mb50 2*
*abio mb50 3*

/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/£f10/1
/media/frane/HP_ladica/Slike/1 abiotske/f10/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/£f10/3
/media/frane/HP_ladica/Slike/1 _abiotske/f50/1
/media/frane/HP_ladica/Slike/1_abiotske/f50/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/£50/3
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/f100/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/£f100/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/f100/3
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mbl0/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mbl10/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mbl0/3
/media/frane/HP ladica/Slike/l1 abiotske/mb50/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mb50/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mb50/3

*abio mblOO 1= /medla/frane/HP ladica/Slike/1 _abiotske/mb100/1
*abio mblOO o /medla/frane/HP ladica/Slike/1 ablotske/mb100/2
*abio mbl00_3* /media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mb100/3

*abio mglO 1*
*abio mglQ 2*
*abio mglQ 3*
*abio mgb50 1*
*abio mgb50 2*
*abio mgb50 3*

/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mglO/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mgl0/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mgl0/3
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mg50/1
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mg50/2
/media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mg50/3

*abio mgl00 1* /media/frane/HP ladica/Slike/l1 abiotske/mgl00/1
*abio mgl00 2* /media/frane/HP ladica/Slike/l1 abiotske/mgl00/2
*abio mgl00 3* /media/frane/HP ladica/Slike/1 abiotske/mgl00/3



