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Streszczenie. Miazsz owocu dojrzalego jabtka odmiany Granny Smiths pod wplywem

wybranych pasm UV emituje na charakterystycznych liniach 312 nm, 363 nm, 375 nm, 390 nm,
a takze w pasmie niebiesko-zielonym, w czerwieni i dalekiej czerwieni.
Porownano, w pasmie niebiesko-zielonym, widmo fluorescencji polifenoli wzbudzonych przez UV
z widmem wzbudzenia chlorofilu i stwierdzono, ze fluorescencja jest silnie reabsorbowana przez
barwniki fotosyntetyzujace — chlorofile i karotenoidy. Zaobserwowano silng absorpcje ostonowa,
w pasmie zielonym, w widmie wzbudzenia chlorofilu, pochodzaca od antocyjanéw, ktére prawdo-
podobnie wystgpuja w migzszu.

Stowa kluczowe: UV, luminescencja, reflektancja, odbicie, tkanka, Malus domestica.

WSTEP

Wspolczesna, intensywna produkcja owocow korzysta z zaawansowanych
mechanizméw biologicznych, fizjologicznych i w ten sposéb reguluje plono-
wanie, dojrzewanie i trwato$¢ chiodnicza jablek - jednoczesnie dazy do zacho-
wania wysokiej jakosci produktu. Wiadome jest, ze roliny reagujac na stresy
grozace uszkodzeniem ich struktur komoérkowych, odpowiadaja specyficzna
synteza substancji polifenolowych. Czynione sa proby monitorowania i wyko-
rzystania pomiaru stopnia zaawansowania uruchomionych mechanizméw
ochronnych w komérkach do oceny skazen $rodowiska [2]. Moga tez zostaé
wykorzystane przy ocenie jakosci zywnosci pochodzenia roslinnego, nowych
technologii agrotechnicznych i przechowalniczych.

Pracg wykonano w ramach projektu badawczego SPO6C2118 finansowanego przez Komitet Badan
Naukowych w latach 2000/2001
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Do analizy polifenoli w miazszu jablek stosuje si¢ roznorodne metody
fizyczne i fizykochemiczne. Obecnie najbardziej popularna jest chromatografia
ekstraktow HPLC z detekcja spektrofotometryczna. Stosowanie spektrofotometrii
UV-VIS-IR w roli pojedynczej metody analizy ekstraktow, ze wzglgdu na
naktadanie si¢ pasm absorpcji i fluorescencji, jest trudne nawet, gdy wykorzysta
sie do ich oznaczen specjalnie zmodyfikowane warunki fizykochemiczne [5].
Badania spektrofotometryczne w $wietle odbitym od tkanki ro$linnej pozwalaja
jedynie oszacowa¢ ogélny sktad i przemiany polifenoli [8].

Obszerne publikacje poswigcane sa wykazaniu waznej roli, jaka pelnia
polifenole w komorce i zywieniu czlowieka. Jednak stwierdza sie, ze jest malo
danych o luminescencji polifenoli [1]. Prezentowane sa widma wzorcOw w roz-
tworach alkoholowych, lecz na ich podstawie, nterpretacja fluorescencji ekstrak-
tow z materiatu roglinnego, nawet po zastosowaniu rozdziatu chromatogra-
ficznego i obserwacji w jednym ciagu widm absorpcji i fluorescencji, jest nadal
trudna [6]. Liczne polifenole wystgpuja w zloZonej postaci np. czgsto tworza
wiazania glikozydowe i juz wtedy widmo ulega zmianie. Szerzej wykorzystuje sig
fluorescencje w chromatografii cienkowarstwowej.

Testy biologiczne korzystaja z fluorescencyjnych wiasciwosci ktoregos z pro-
duktow reakcji enzymatycznej, a to pozwala §ledzi¢ przebieg reakcji. Wiele
efektow zakldca pomiary wiasciwosci $wiatla emitowanego przez uktad biolo-
giczny. W ukladzie biologicznym réwnocze$nie emituje wiele fluoroforow i wiele
reabsorbuje. Przy silnym wzbudzaniu laserem moga zachodzi¢ reakcje w stanie
wzbudzonym. Dlatego projektuje sig¢ nowe zwiazki, uzywane jako znaczniki,
o korzystniejszych wiasciwosciach chemicznych i spektroskopowych, przenikaja-
ce blony (komorkowa, jadra), ktore sa trwate, nietoksyczne, a ich emisja jest
bardzo wydajna i nie zaklécana w ukladzie. Zwiekszenie selektywnosci metod
Juminescencyjnych uzyskuje si¢ w uktadach pomiaru widmowo-czasowych.

W agrotechnice i sadownictwie wykorzystano dotychczas fluorescencjg innej
grupy - barwnikéw chlorofilowych. Metoda stata si¢ rutynowym testem, wykony-
wanym takze z samolotu. Jest przydatna w badaniu naruszenia réwnowagi
stosunkéw wodnych, nawozenia, inwazji szkodnikow — ogdlnie stresu w upra-
wach [4]. Opiera si¢ ona, glownie na pomiarze fluorescencji dlugofalowej
chlorofilu w liciach, lecz dokladniejsze testy korzystaja rowniez z pomiaru fluo-
rescenciji krétkofalowej niebiesko-zielonej [3, 7].

W literaturze brakuje informacji umozliwiajacych skorzystanie z metod fluo-
rescencyjnych przy ocenie jakosci tkanki jabtka. Celem pracy bylo zbadanie
whasciwosci fluorescencyjnych powierzchni przecigtego migzszu jabika i dobra-
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nie takich warunkow, zeby uzyska¢ widma charakteryzujace substancje polife-
nolowe wzbudzane i fluoryzujace w zakresie UV.

MATERIAL I METODA

Owoce jabloni odmiany Granny Smiths importowane sa do Polski z Argen-
tyny. Zakupiono je z dostawy do sieci supermarketow. Zdecydowano si¢ na
odmiang nie uprawiana w Polsce, zeby nawigza¢ do wynikéw prac zagranicznych
prezentujacych badania biochemiczne, fizjologiczne.

Wybrano owoce dojrzate spozywczo, bez wad, o przecigtnej wielkodci
i wybarwieniu skorki. Z jablek, wykrojnikiem wycinano walec o $rednicy 15 mm
i osi skierowanej w kierunku gniazda nasiennego. Od walca odcinano plaster
o grubosci od 4 do 5 mm - miazsz wraz ze skorka. Walec mocowano w przystaw-
ce fluorymetru lub spektrofotometru. Tuz przed pomiarem, skalpelem odcinano
nastgpny plaster grubosci ok. 1mm, tak, aby wiazka $wiatla z monochromatora
padata na walec ze §wieza powierzchnig miazszu. Miazsz mial temperaturg okoto
18°C, a czas od przecigcia migzszu do zarejestrowania catego widma nie przekra-
czal 3 minut.

Widma wspotczynnika odbicia w §wietle rozproszonym otrzymano ze spek-
trofotometru dwuwiazkowego Shimadzu UV-VIS PC1260 wyposazonego w kulg
catkujaca ISR-260. Stosowano ustawienia: szeroko$¢ przestony wigzki mono-
chromatora 5 nm, przemiatanie widma od fal dhugich z predkoscia ,,Medium”.
Warto$ci wspotczynnika odbicia - R(%) mierzono w stosunku do 100% wzorca
bieli z siarczanu baru i przeliczano na ABS=log(1/R). Pomiary fluorescencji
wykonano spektrofluorymetrem jednowiazkowym z podwéjnym monochromato-
rem siatkowym (Shimadzu RF-5001PC) w ukladzie wzbudzania czotowego.
Ustalono szerokos¢ przestony: dla wiazki wzbudzajacej 5 nm, dla emisji 3 nm,
predko$¢ rejestracji ,,Medium” iczuto$¢ ,High”. Wygladzanie widm metoda
$redniej ruchome;j i obliczenia wykonano w arkuszu kalkulacyjnym MS Excel 2000.

WYNIKI I DYSKUSJA

Typowe dla odmiany Granny Smiths widmo absorpcji w $wietle rozpro-
szonym, odbitym od miazszu jabika, uzyskane ze spektrofotometru, przedsta-
wiono na Rys. 1. Wida¢ charakterystyczna absorpcj¢ barwnikow wystgpujacych
w miazszu: chlorofili, antocyjandw, karotenoidéw i polifenoli. Wybrana odmiana
cechuje si¢ szczegllnie wyraznym pikiem w pasmie 680 nm, a to $wiadczy
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o duzej zawartosci chlorofili. Najsilniejsza absorpcjg miazsz wykazuje w UV (dla
zakresu UV przyjeto inna skalg na osi ABS, Rys. 1) i spowodowane jest to
absorpcja $wiatla zardwno przez wodg jak i bardzo liczna grupg zwiazkoéw np.
polifenolowych. Widma rejestrowane sa przy monochromatyzacji tylko od strony
7rodta $wiatla, a wiec natgzenie wiazki odbitej jest wzmacniane przez $wiecace
fluorofory wystepujace w miazszu. Wstgpne warunki do wzbudzania fluores-
cencji wybrano w okolicach pikéw widm absorpcyjnych.
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Rys. 1. Widmo absorbancji $wiezego migZszu w $wietle rozproszonym, odbitym - typowe dla

odmiany Granny Smiths.
Fig. 1. The representative absorbance spectra of apple flesh cv. Granny Smiths against diffuse

illumination.

Przebadano warunki wzbudzania i detekcji na jakie pozwalala dostgpna
aparatura. Ustalajac dtugos¢ fali $wiatta wzbudzajacego - Agx 1 mierzac rozktad
natezenia luminescencji - I(Agn), otrzymywano widmo fluorescencji fluoroforu.
Ustalajac dtugo$é fali dla obserwowanej fluorescencji - AEm 1 zmieniajac dhugosé
fali §wiatta wzbudzajacego - Ag, otrzymywano widmo proporcjonalne do widma
absorpcji - jest to tzw. widmo wzbudzenia fluorescencji - I(Agy). Sygnat fluores-
cencji proporcjonalny jest do stgzenia molekut fluoroforu ina jego podstawie
mozna okresli¢ liczbg molekut.

Oswietlajac miazsz monochromatycznie (od 340 nm do 580 nm) wzbudzano
$wiecenie barwnikéw chlorofilowych w pa$mie czerwieni - Ag,=685 nm i dale-
kiej czerwieni - Agy=735 nm. W ten sposéb zarejestrowano widma wzbudzania,
ktére maja dwa silne maksima przy 470 nm, 435 nm i znacznie slabsze przy
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385 nm (Rys. 2). Zastosowania rolnicze pomiarow luminescencji dtugofalowej
chlorofilu wykorzystuja do wzbudzania laser o dlugosci fali 337 nm [3], a wiec
daleko od maksimum, w ktorym uzyskuje si¢ najsilniejsze Swiecenie chlorofilu.
Celowo wybrane wzbudzanie posrednie chlorofilu, z udziatem fluorescencji in-
nych barwnikéw, pozwala zmierzy¢ nie tylko stgzenie chlorofilu z proporcji:
emisja w paSmie 685 nm do emisji w pa$mie 735 nm, ale réwniez dostarcza
danych dla normalizacji wynikéw pomiaru [4].
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Rys. 2. Widma emisji - I(Ag,) i wzbudzania fluorescencji - I(Ag,) otrzymane ze §wiezego miazszu
jabtka w zakresie VIS,

Fig. 2. Fluorescence - I(Ag,,) and excitation - I(Ag,) spectra in VIS region registered for fresh apple
flesh.

Zaobserwowane w widmie wzbudzania charakterystyczne doliny przy: 453,
475 i 485 nm, wskazuja na absorpcj¢ przez karoten i chlorofil, a takze przez
chlorofil przy 420 nm i 395 nm. Natomiast dolina absorpcji w widmie wzbu-
dzania przy 520 nm pochodzi od réznych form antocyjanowych, ktére efektywnie
pochlaniajg nadmiar $wiatla bez wypromieniowywania 1 w ten sposob ostaniaja
zywe komorki [9].

Widmo emisji wzbudzonej przez Ag, =245 nm, dla tatwiejszego poréwnania
z widmem wzbudzania chlorofilu, przedstawiono réwniez na Rys. 2. W widmie
emisji, pomigdzy 400 nm i 520 nm widoczne sg szczatkowe pasma fluorescencji.
Pozostaly one widoczne, pomimo absorpcji w tym pasmie promieniowania przez
chloroplasty - barwniki chlorofilowe i karotenoidowe. Nadmiar energii wyswie-
cany jest przez chlorofil w zakresie dtugofalowym 735 nm lub 685 nm. Doliny
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absorpcji w widmie wzbudzania (od 395nm do 485nm) i emisja dlugofalowa
chlorofilu wskazuja na zachowanie szczatkowej aktywnosci fotosyntetycznej
chloroplastéw w miazszu jabika.

W wyniku poszukiwan optymalnych parametréw wzbudzania emisji polife-
noli $wiattem UV, wybrano linie: Ag=245nm, Ag=335nm i Ag=355nm.
Pozwalaja one zaobserwowaé (Rys. 3) piki emisji w zakresie ultrafioletu przy
312 nm i 363 nm, emisji w zakresie VIS na 375 nm, 390 nm i tylko szczatkowe
piki w szerokim pasmie niebiesko-zielonym. Jednak silna emisja w paSmie
niebiesko-zielonym jest szeroko dyskutowana w wielu publikacjach, w ktérych
materiat by} bogaty w chloroplasty [7]. W dostepnej literaturze nie odnaleziono
opisu fluorescencji miazszu w zakresie fioletu i UV.
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Rys. 3. Widma emisji - I(Agy) i wzbudzania fluorescencji - I(Agx) otrzymane ze Swiezego miazszu

jabtka w zakresie UV.

Fig. 3. Fluorescence - I(hgy) and excitation - I(Ag,) spectra in ultraviolet (UV) registered for fresh

apple flesh.

Na Rys. 3 wida¢, Ze bardzo efektywna emisja na Aem=363 nm i Ag,=390 nm
zachodzi przy wzbudzaniu krétkofalowym ponizej 280 nm. Natomiast wzbudza-
nie emisji Agn=312 nm jest najefektywniejsze w pasmach 270 nm lub 235 nm.
Przy efektywnym wzbudzaniu Ag=245nm w wysokim piku emisji 363 nm
ukrywat si¢ pik 390nm. Wydziclenie piku 390 nm nastapito dopiero przy
wzbudzaniu powyzej Ag=335 nm, a przy wzbudzaniu na Agc=355 nm ujawnit si¢
nowy pik emisji 375 nm. Wzbudzaniu krétkofalowemu UV — (Rys. 21 3), zawsze
towarzyszyla emisja w pa$mie niebiesko-zielonym, w czerwieni i w dalekiej
czerwieni.
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Przedstawione na Rys. 3 widma wzbudzania maja takze charakterystyczne
doliny. Wskazujg one na wystgpowanie absorpcji - nieznaczne obnizenie wyswie-
cania w badanych pasmach. Moze to by¢ wywotlane nie zidentyfikowanymi przez
nas, zwiazkami polifenolowymi, ktére absorbowatyby: na 253 nm, 285 nm,
310 nm, 332 nm i na 345 nm.

Przeprowadzona analiza widm wzbudzania i emisji dowodzi wystgpowania
absorpcji aktywnej rowniez w zakresie UV. Absorpcja taka wzbudza wielosklad-
nikowa, lecz w efekcie, do$¢ selektywna fluorescencje w badanym, zywym
uktadzie tkankowym.

PODSUMOWANIE

Do badan fluorescencji wybrano odmiang Granny Smiths o specyficznej,
zielonej barwie miazszu, ktora zachowuje w stadium dojrzatos$ci spozywcze;j.
Badania potwierdzily, znana z literatury, bardzo silng fluorescencj¢ barwnikéw
chlorofilowych w tkankach zielonych.

Wystapily liczne efekty reabsorpcji fluorescencji wzbudzonej przez UV.
Proces reabsorpcji w zakresie niebiesko-zielonym, ale takze towarzyszace temu
silne wypromieniowywanie energii w zakresie czerwieni i dalekiej czerwieni
wskazuje na szczatkowa aktywno$¢ chloroplastow w miazszu jabtka. Stwierdzono
bardzo silng absorpcja w zakresie czerwieni przez antocyjany i potwierdza to
znana, ochronna role przed promieniowaniem, jaka pelnia one takze w skorce.

Widma fluorescencji migzszu roznia sig¢ od znanych z literatury widm tkanek
fotosyntetyzujacych, nowymi i istotnymi szczegbtami. U jablka zaobserwowano
nieznane pasma emisji w zakresie §wiatla niebieskiego i ultrafioletu, a takze
bardzo wyraZzne znieksztalcenia przez reabsorpcjg, w pasmach emisji w zakresie
niebiesko-zielonym.

Badania miazszu pozwolily wybra¢ korzystne warunki wzbudzania fluores-
cencji i wyodrebnié cztery pasma emisji krotkofalowej miazszu. Wydzielanie
centrow fluoryzujacych zwiazkéw fenolowych w miazszu jabtka jest utrudnione
bo jest ich wiele. Jednak uzyskane ostre piki wzbudzania i emisji stwarzaja
obiecujace warunki do kontynuowania badan jakosci jablek. Wiaczenie metod
chemometrycznych do analizy takich widm powinno da¢ interesujace zastosowa-
nia w do$wiadczeniach sadowniczych i przechowalniczych.
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A STUDY OF FLUORESCENCE SPECTRA OF APPLE FLESH
A. Kuczynski

Institute of Agrophysics PAS, Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin 27
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Summary. The flesh of ripe fruit of Granny Smiths apple cultivars, under selected ultraviolet
illumination bands, emits in characteristic peaks: at 312nm, 363nm, 375nm, 390nm, and also in the
blue-green, red and far-red bands.

In the blue-green region, spectra of fluorescence of phenols excited by UV were compared with
excitation spectra of chlorophyll and it was affirmed that fluorescence is strongly reabsorbed by the
photosynthetic pigments — by chlorophyll and carotenoids.

Moreover, strong shielded absorption was observed in the green region, in excitation spectra of
chlorophyll, derived from anthocyanins which probably occur in the apple flesh.

Keywords: UV, luminescence, reflectance, tissue, Malus domestica.



