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Wykorzystanie zjawiska wtornej luminescencji do okreslania
zawartosci substanciji bioaktywnych w miodach jasnych

Streszczenie. W artykule przedstawiono prébe identyfikacji poszczegdlnych gatunkéw miodéw jasnych oraz okreslenia zawartych w nich substancji
bioaktywnych, reprezentowanych przez catkowitg zawarto$¢ polifenoli, poprzez pomiar wtérnej luminescencji. Materiat badawczy stanowity probki
miodu lipowego, wielokwiatowego i akacjowego. Otrzymane wyniki pozwalajg sadzi¢, ze metoda pomiaru liczby emitowanych fotonéw moze by¢
wykorzystywana jako alternatywny sposéb pomiaru ilosci zwigzkéw fenolowych w miodach jasnych, a ich charakterystyka emisji w funkcji czasu

umozliwia identyfikacje poszczegdinych gatunkéw.

Abstract. The article presents an attempt to identify individual species of light honey and to determine the bioactive substances they contain,
represented by the total polyphenol content, by measuring secondary luminescence. The research material were samples of linden, multi-flower and
acacia honey. The obtained results allow to think that the method of measuring the number of emitted photons can be used as an alternative way to
measure the amount of phenolic compounds in light honey, and their emission time characteristics enable to the identification of individual species.
(The use of the phenomenon of secondary luminescence to determine the content of bioactivesubstances in light honey).

Stowa kluczowe: wtdérna luminescencja, ultrastaba emisja fotonowa, pole elektromagnetyczne, substancje bioaktywne, miéd jasny
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Wstep

Miéd pszczeli to jeden =z najstarszych surowcéow
pochodzenia zwierzecego, produkowany przez pszczoty z
pozytkdw roslinnych lub wydzielin owadéw bytujgcych na
roslinach, z dodatkiem substancji wtasnych [1]. W miodzie
znajduje sig ponad 300 réznych substancji, a wiele z nich to
substancje biologicznie czynne [2, 3]. Walory odzywcze, a
zwtaszcza  prozdrowotne miodu, warunkowane sg
obecnoscig  naturalnych, zréznicowanych  substanciji
bioaktywnych, a w szczegdlnosci zwigzkéw polifenolowych
[1]. Liczne opracowania [4, 5, 6] dowodzg wystepowania
silnej korelacji pomiedzy odmiang miodu, a obecnoscig
zawartych w nim polifenoli i flawonoidow. Zdaniem
Nowakowskiego i in. [7], w charakterystyce miodéw brane
sg pod uwage nastepujgce cechy: pH, zawartos¢: wody,
biatka i aminokwaséw, popiotu, hydroksymetylofurfuralu,
zwigzkow lotnych, cukréw, enzymow rozktadajgcych cukry
oraz whasciwosci elektryczne (przewodnos¢ elektryczna
roztworu 20%). Autor ten wskazuje jednak na braki w
literaturze dotyczgce zastosowania do oceny miodu innych
wielkosci fizycznych, co jego zdaniem otwiera nowe
mozliwosci badawcze. Pilotazowe badania dotyczace
parametryzacji zywnosci metodami  wykorzystujgcymi
rejestracje zanikow fluorescencji metodg skorelowanego w
czasie zliczania pojedynczych fotonéw (ang. Time-
Correlated Single Photon Counting, TCSPC) wykonano na
produktach juz przetworzonych obserwujgc zréznicowanie
emisji fotonow [8, 9]. Zjawisko emisji fotonowej odkryto w
wielu mikroskopowych jak i makroskopowych uktadach [10-
12], w tym m.in. w uktadach lipidowych, w bakteriach [13], w
namnazajgcych sie drozdzach [14], w leukocytach [15], w
komérkach  nerwowych [16], w mitochondriach i
chloroplastach [17], w komérkach nowotworowych [18], w
tkance watrobowej [19], w tkance nerkowej [20], w ptynach
ustrojowych [21]. Ostatnie badania wskazujg, ze ultrastaba
emisja fotonowa wydaje sie by¢ dobrg metodg do
analizowania oddziatywania nanoczastek z réznymi
obiektami biologicznymi [22]. Pomiar wypromieniowanego
Swiatta przeprowadza sie w widzialnym zakresie widma o
najwyzszej czutosci (> 107" W). Gatgzka-Czarnecka i in.
[23] wykorzystywali zjawisko ultrastabej luminescencji do

réznicowania sktadowych jaj kurzych pochodzacych z
réznych systeméw chowu. Usa i in. [24] stwierdzili
okresowe zmiany intensywnosci ultrastabej luminescenciji,
stowarzyszone ze spontanicznym  powierzchniowym
potencjatem elektrycznym, dla rozwijajgcego sie korzenia
(wraz z hipokotylem) soi. Biorgc pod uwage wymagania
jakosciowe wspotczesnie produkowanej zywnosci i stopien
$wiadomosci potencjalnego konsumenta identyfikacja cech
oferowanego produktu jest fundamentalna. Dazy sie do
eliminacji kosztochtonnych badan na rzecz technologii
pozwalajgcej podobnie sparametryzowa¢ produkt, ale
jednoczes$nie rejestrujgcej synergiczne oddziatywanie
réznych cech produktu s$wiadczacych o jego jakosci,
pochodzeniu czy sposobie produkcji. Dostrzezono logiczne
zaleznosci miedzy liczbg emitowanych fotondw przez
badane produkty spozywcze a koncentracjig w nich
substanciji biologicznie czynnych i stopniem przetworzenia.
Wynika to z dostepnosci bardzo czutych instrumentéw
optycznych, ktére potrafig rejestrowa¢ pojedyncze fotony.
Dotyczy to szczegolnie produktow zywnosciowych, ktére
posiadajg specyficzne walory i konieczne jest wyznaczenie
w sposoOb obiektywny miary ich poziomu.

Cel i metodyka badan

Celem badan byto okreslenie mozliwosci zastosowania
metody zliczania pojedynczych fotonéw do identyfikacji
wybranych gatunkéw miodéw oraz okreslenie relacji miedzy
liczbg emitowanych fotonéw a zawartoscig substancji
okreslanych jako prozdrowotne w postaci polifenoli.

Pomiar wtérnej luminescencji wykonano metodg Single
Photon Counting (SPC). Postuzono sie przy tym
prototypowym stanowiskiem umozliwiajgcym rejestracje
liczby fotondw. Metodyka opierata sie na autorskiej
procedurze badawczej, przygotowanej na potrzeby procesu
akredytacyjnego w Laboratorium Eksperymentalnych
Technik Badawczych Surowcéw i Produktéw Biologicznych
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (rys. 1). Interwat
czasowy operacji zliczania pojedynczych fotondéw ustalany
byt doswiadczalnie. Za minimalng wiasciwg dtugosc
interwatu czasowego przebywania probki w komorze
Swiattoszczelnej przyjeto czas kiedy réznica liczby fotonéw
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zliczonych miedzy dwiema bezposrednio sasiadujgcymi,
jednominutowymi interwatami czasowymi jest mniejsza niz
10%. Wynik pomiaru ultrastabej emisji fotonowej stanowi

bezwzgledng réznice miedzy liczbg fotonow
zarejestrowanych przez fotopowielacz w komorze
Swiatloszczelnej z  materiatem i liczbg fotondéw

zarejestrowanych przez fotopowielacza w tej komorze bez
materiatu, wg zaleznosci (1)

) L =A-B [foton]
gdzie: L — liczba fotonéw emitowanych przez badana
probke, A - -liczba fotonéw emitowana przez probke

umieszczong w komorze $wiattoszczelnej, B - liczba
wskazan (fotonéw) generowana przez pustg komore
Swiattoszczelna.

L]

Rys.1. Uktad do pomiaru wtérnej luminescenc;ji

Po uruchomieniu uktadu pomiarowego w pierwszej fazie
o interwale czasowy 120 s nastepowata stabilizacja uktadu
zapobiegajgca zaktéceniom wynikajgcych z chwilowej
destabilizacji warunkéw standardowych. Po fazie wstepnej
nastepowata faza gtéwna (pomiarowa), ktérej interwat
czasowy wynosit 500 sekund a czestotliwos¢ zapisywania
wynikow wynosita 4 Hz, czyli kazdy zapisany wynik byt
sumg fotonéw zliczonych w czasie 0,25 sekundy.
Parametry te okreslono jak wspomniano wczesniej w
drodze  eksperymentdw  wstepnych, ale réwniez
uwzgledniono minimalny czas ekspozycji konieczny do
obserwacji prowadzgcych do istotnych statystycznie
wynikéw badan. Po fazie gtdwnej nastepuje faza koncowa
pomiaru w ktorej nastepuje zatrzymanie, ale nie wytgczenie
pracy ciggu pomiarowego. Caly proces pomiaru jest
monitorowany w czasie rzeczywistym poprzez oryginalna
aplikacje wykonang w programie LabView.

Wyniki pomiaréw catkowitej zawartosci polifenoli
zaczerpnigto z literatury. We wszystkich przypadkach
autorzy postuzyli sie powszechnie stosowang metodg
spektrofotometryczng Folina-Ciocalteu’a. Otrzymane wynik
podano w przeliczeniu na kwas galusowy.

Materiat badawczy

Materiat badawczy stanowity trzy rodzaje miodow
jasnych, nektarowych, pochodzgcych z gospodarstwa
pasiecznego zlokalizowanego na potudniu Polski, w
miejscowosci Stréze. Do gatunkdw objetych badaniami
nalezat miéd: lipowy, wielokwiatowy i akacjowy (rys. 2).
Dodatkowo, w celu weryfikacji czy dany produkt pochodzi
jedynie z kwiatéw roslin, ktére zostaty wskazane przez
producenta, wykonano badanie wszystkich analizowanych
gatunkoéw miodu, przy uzyciu metody melitopalynologicznej
[16]. Przyktadowy pytek kwiatowy miodu wielokwiatowego
przedstawiono na rysunku 2a).

Rys.2. Badane probki miodu: a)widok mikroskopowy probki miodu
wielokwiatowego w powigkszeniu 150x; b) widok w trakcie badan:
(od lewej) miod akacjowy, wielokwiatowy i lipowy

Wyniki badan

W tabeli 1 zestawiono catkowita zawartosé polifenoli
wyrazong w mg kwasu galusowego przypadajgcego na
1000 [g] produktu. Dodatkowo do ostatniej kolumny
wprowadzono warto$¢ $rednig emisji fotonowej z dziesieciu
powtorzen dla kazdego analizowanego gatunku miodu.
Poniewaz jednym z gtéwnych czynnikéw wptywajgcych na
rodzaj i ilos¢ substancji zawartych w miodzie jest substrat w
postaci nektaru kwiatowego, to tez w przeprowadzonej
analizie, aby wykluczy¢ réznorodnosé botaniczng, wzieto
pod uwage jedynie miody jasne i nektarowe pochodzenia
polskiego. Ponadto materiat badawczy pochodzit od tego
samego producenta, co w badaniach innych autoréw [1].

Tabela 1. Catkowita zawarto$¢ polifenoli

Catkowita zawarto$¢é Emisja
polifenoli fotonowa
Gatunek miodu [mg/1000g miodu]* [szt./1800s]
Pomiary
(1] [6] [7] wlasne
Lipowy 815,1* - 390" 245
Wielokwiatowy 633,1* | 625* - 197
Akacjowy 579,2* | 631* | 267" 171

*w przeliczeniu na kwas galusowy

Stwierdzono, ze wszystkie otrzymane wyniki (dla
kazdego ze wskazanych autoréw — tabela 1) uktadajg sie w
cigg rosngcy, w ktérym najmniejszymi wartosciami
charakteryzuje sie miéd akacjowy, a najwyzszymi miod
lipowy. Ze wzgledu na niewielkg liczbe gatunkéw miodu
branych pod uwage w analizie, okreslono tylko wzgledng
réznice procentowg pomiedzy poszczegdinymi gatunkami
miodu (rys.3).

wielokwiatowy - |
lipowy

Poréwnywane gatunki miodéw

akacjowy - B G e
wielokwiatowy [ Bk AEE TR ‘__7 l | |
t_’ 7 _,_]7_ 1 | ‘l
m Pomiary wlasne 510 g5 20 55 7_30"' P ___i:f_'_:(r
2 35
1 (71 0 a5 o,
m [6] Wzgledna réZnica wynikdw [%]

m[1]

Rys.3. Wzgledna réznica procentowg pomiedzy poréwnywanymi
gatunkami miodu
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Poréwnujgc otrzymane réznice procentowe mozna
zauwazy¢, ze wystepujg bardzo wyrazne rozbieznosci (od
8,5% do 15%) pomiedzy wynikami miodu akacjowego i
wielokwiatowego. Nie tylko pomiary emisji fotonowej, ale
rébwniez  zrédla  literaturowe  wskazujg na  duze
zréznicowanie zawartosci zwigzkow bioaktywnych w tych
gatunkach badanego surowca. Zestawiajac ze sobg dwa
skrajne pod wzgledem otrzymanych wynikow gatunki
miodu, tj. lipowy i akacjowy odnotowano, ze wzgledna
réznica, zaréwno w przypadku przytaczanych autoréw, jak i
pomiaréw wtasnych wynosita srednio 30,2%. Wnioskowanie
w trzeciej mozliwej do poréwnania parze jest mozliwe
jedynie dla jednego autora ([3]) oraz dla otrzymanych
wynikéw pomiaru ultrastabej luminescencji. Réwniez w tym
przypadku wartosci sg do siebie zblizone, cho¢ rdéznica
miedzy nimi wynosi 2,7%. Nieco inaczej wyglada mozliwos¢
identyfikacji poszczegdlnych gatunkéw miodéw oraz
okreslenie ich waloréw prozdrowotnych przy wykorzystaniu
metody zliczania pojedynczych fotonow, jezeli analizie
zostanie poddana emisja fotondw w funkcji czasu.
Stwierdzono, Zze pomimo sumarycznie zblizonej liczbie
fotonéw dla niektérych miodéw, charakterystyki emisji
fotondw w czasie pozwalajg na wyodrebnienie punktow

weziowych emisji i w  konsekwencji identyfikacje
pozadanych cech.
Przebieg czasowy emisji fotonowej analizowanych

prébek zostat przedstawiony graficznie na rysunku 4.
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Rys.4. Charakterystyka czasowa analizowanych probek miodu

Charakterystyka czasowa miodu akacjowego jest
stosunkowo jednostajna, z brakiem wyraznych odchylen dla
ktéregokolwiek z przedziatdw czasowych. Jedynie w
pierwszym interwale zarejestrowana liczba fotonow
przekracza 30 sztuk. Znacznie bardziej interesujgcy wydaje
sie jednak przebieg dwodch pozostatych krzywych. Na
odcinku od 0 do 600 sekund oraz od 901 do 1800 sekund
charakterystyki te sg niemal symetryczne. Obie posiadajg
takze po jednym wyraznym punkcie przegiecia w przedziale
601-900 sekund. W chwili obecnej problem zmiennosci w
czasie emisji fotonowej przez materiat biologiczny oraz
zréznicowanie tych charakterystyk nawet w obrebie
surowcow tego samego pochodzenia pozostaje wcigz w
sferze badan. Poréwnanie poszczegodlnych charakterystyk
czasowych zostato przedstawione na kolejnych wykresach
(rys. 5-7).

Mioéd  lipowy, cechujacy sie najwyzszg catkowitg
zawartoscig polifenoli sposréd analizowanych gatunkéw w
poréwnaniu z miodem akacjowym o najnizszej zawartosci
substancji bioaktywnych, wykazuje wyzszg emisje fotonowg
we  wszystkich mierzonych przedziatach interwatu
czasowego (rys.5). Réznica w dwodch skrajnych punktach
wynosita 21 fotondéw. Na rysunku 6 przedstawione zostaty
zmiany w czasie liczby fotonéw emitowanych przez proébki
miodu  wielokwiatowego i lipowego. W  trzech
zarejestrowanych okresach, tj. 301-600; 907-1200 i 1201-
1500 sekund, wykresy te przyjmujg niemal te same
wartosci.
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Rys.5. Poréwnanie charakterystyk czasowych probek miodu
akacjowego i lipowego

O sumarycznej réznicy na poziomie 48 fotondw
decyduje przede wszystkim wyrazna roznica w trzecim z
kolei przedziale czasu. Odnotowana rozbieznos¢ miedzy
601-900 sekundg wynoszgca 29 fotonéw, co stanowi ponad
60% wspomnianej réznicy migdzy uzyskanymi wynikami.
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Rys.6. Charakterystyka czasowa analizowanych prébek miodu
wielokwiatowego i lipowego

Charakterystyki prébek miodu wielokwiatowego i
akacjowego rozpoczynajg i konczg sie niemal w dokfadnie
tych samych punktach, oscylujgcych w poblizu wartosci 30
sztuk fotondw (rys.7). W pozostatych etapach przybierajg
jednak zupetnie odmienne wartosci. Cho¢ przebiegi
czasowe sg mocno zréznicowane, to jednak wystepujg w
ich przypadku dwa jednakowe zakresy, oznaczajgce
réznice pomiedzy najwyzszym punktem jednego wykresu,
oraz najnizszym drugiego, wynoszace 15 fotonow.
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Rys.7. Charakterystyka czasowa analizowanych probek miodu
wielokwiatowego i akacjowego

Podsumowanie
Stwierdzono, ze metoda zliczania pojedynczych fotonow
pozwala na identyfikacje analizowanych gatunkéw miodow,

ale wymaga poréwnywania emisji fotonow w
poszczegdinych odcinkach czasowych, ktore
charakteryzuje  zréznicowanie  przedmiotowej  emis;ji.

84 PRZEGLAD ELEKTROTECHNICZNY, ISSN 0033-2097, R. 96 NR 4/2020



Zaobserwowano wyzszg emisje fotondw w miodach, ktére
zawieraty wyzszg zawarto$¢ polifenoli, co pozwala sadzic,
ze metoda pomiaru liczby emitowanych fotonéw z probki
miodu moze by¢ wykorzystywana jako alternatywny sposéb
pomiaru ilosci zwigzkéw fenolowych. Nalezy jednak
pamietaé, ze zrodta literaturowe wskazuja na duze
zroznicowanie zawartosci zwigzkéw bioaktywnych w
obrebie jednego gatunku miodu, co wymaga parametryzaciji
catego sortymentu pod wzgledem emisji fotonow.
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