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Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki analipzliwosci okreslania udziatu
masowego krystalicznej glukozy w miodzie metatereologicza na bazie ,analizy cienkich folii”.
Wykorzystano do tego celu fotografie preparowanyalviesin glukozy w miodzie wykonywane
w warunkach interferometrii birefrakcyjnej oraz kputerowy analizz obrazu. Wyznaczono zale
nosci empiryczne porgdzy udziatem masowym krysztatoe+D glukozy i monohydratu glukozy
a powierzchni wzgledna okreslana na fotografiach prébek tych zawiesin. Przeprowadztyskusi
mozliwosci praktycznego zastosowania przedstawionej meiduhdawczej.

Stowa kluczowe: midd, zawiesiny krystaliczne glukometoda stereologiczna, analiza
cienkich folii

WYKAZ OZNACZEN

a —wspotczynnik liczbowy,

An — udziat powierzchniowy (powierzchnia wzdha) frakcji krystalicznej,
A — powierzchnia frakgji krystalicznejufn?),

Ar — powierzchnia referencyjnart?),

Cy — utamek masowy krysztatéw w zawiesinie,

g —srednia grub&¢ krysztatow glukozy {m),

| —srednia cgciwa (m),

m — masa zawiesiny (kg),

my,, — masa fazy krystalicznej w zawiesinie (kg),

t —grubd¢ probki um),

V - obgtosé zawiesiny gm®),

Vi« — Objtosé frakcji krystalicznej w zawiesiniqum®),

Vy — udziat obgtosciowy frakcji krystalicznej w zawiesinie,
0 — gestas¢ zawiesiny (kgh ),

Do — Gestasé krysztatow (kghi>).
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WSTEP

Komputerowa analiza obrazu coraz powszechniej gastowana do oceny
jakasci produktéw rolno-spiywczych i badania strukturgywnaosci. Wykorzystuje
Sig ja tak w aspekcie powszechnej praktyki przemystovedy,ijanalizy naukowej
[7]. Jest to wynik rozwoju i dogbnasci sprztu komputerowego (hardware-u) jak
i specjalistycznego oprogramowania (software-u) sggzokich maiwosci zwia-
zanych z otrzymaniem i akwizycpbrazéw cyfrowych. W praktyce przemystowe;j
umazliwia to automatyzowanie prostych, lecz aiiwych procesow takich jak np.
klasyfikacja mesa [10], czy owocOw na podstawie cech zgwmych [8]. W ug-
ciu naukowym poprzez wykorzystanie zaawansowangdhnik otrzymywania
obrazu daje mdiwos¢ analizy ilgciowej mikrostruktury materiatdw i mikro-
organizméw. Pozwala na prowadzenie pomiarévicitawych mikroflory [14],
szczeg6towych badamikrostruktury oraz zkonych zjawisk wysipujacych przy
krystalizacji zwazkéw organicznych [1,6,11].

Efektywrn metod, obserwacji struktur krystalicznych o budowie atizpowe;j
jest zastosowaniéwiatta spolaryzowanego [1]. Fotografie wykonywanenarun-
kach interferometrii birefracyjnejasszczegolnie przydatne do badania krysztatéw
glukozy [4]. W ten sposOb uzyskujes,sbowiem kontrastowe obrazy, w postaci
jasnych obiektéw na ciemnym tle, ktére 2na stosunkowo tatwo analizowva wy-
korzystaniem typowego oprogramowania [5]. W efeldage to maliwos¢ pozys-
kania szeregu cennych informacji nie tylko o marl krysztatéw glukozy, lecz
rowniez 0 kinetyce krystalizacji [2]. Mna t metod, bad& réwniez przemiany
wystepujace w miodzie skrystalizowanym podczas ogrzewanialBiczem do tego
jest okrélenie pola powierzchni krysztatow identyfikowanyeta fotografiach
wykonanych wscisle okrelonych warunkach. Pomiary takie u#iwiaja bardzo
precyzyjne okrédenie wymiaréw geometrycznych mikroobiektow kryszhych,
natomiast przebieggje przemiany charakteryzauylko w sposdéb jakeiowy. Obrazy
struktury krystalicznej glukozy w miodzie w warunkanteiferometrii birefrakcyjnej
stanowd ptaski obraz zawiesiny znajdogj st pomidzy szkietkami mikrosko-
powymi (a wec uktadu przestrzennego) w postaci rzutu [5]. Przy opraniwtakich
fotografii nie mana, wic stosowé podstawowej zasady stereologicznej Cavalierii-
Hacquerta, gdydotyczy ona analizy na podstawie obrazu przekrdjtsj. W ste-
reologii wnioskowanie na podstawie obrazow w postagow okréla sk mianem
»analizy cienkich folii” [15]. W stosunku do analprowadzonych na bazie przekro-
jow wymaga szeregu dodatkowych informacji. Koniecaest znajomi& grubdci
warstwy fotografowanej, ksztattu struktur, czy tewzgkdnienia nakladania ei
obiektéw na siebie [17]. Analiza taka wykorzystywgast na szerakskak w ma-
teriatoznawstwie do charakterystyki gtownie stopdwetali z wykorzystaniem np.
transmisyjnej mikroskopii elektronowej, promieniriRgena czy te mikroskopii sit
atomowych [9,12].
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Whnioskowanie iléciowe na podstawie fotografii struktur glukozy wykona-
nych w warunkach interferometrii birefrakcyjnej a prowadzone a&Eebanalizy
cienkich folii” wymaga indywidualnego podeja. Wynika to gtéwnie ze specy-
ficznych warunkéw otrzymywania obrazu interferometrycznego oraologii
struktury krystalicznej glukozy. Wcgeiejsze badania wskazywaly na istnienia
liniowej zaleznosci pomidzy stzeniem masowym a udziatem powierzchniowym
frakcji krystalicznej a-D glukozy, co okréono przypadkowo przy badaniu
wiasciwosci reologicznych zawiesia-D glukozy [5].

Celem poniszej pracy byto przeprowadzenie weryfikacji empirycznej kwan-
tytatywnych zalenosci stereologicznych, zaadaptowanych z analizy stopéw
metalicznych do fotografii zawiesin krystalicznej glukozymiodzie wykony-
wanych w warunkach interferometrii birefrakcyjnej. Badania prowadzwra-
cajac szczegoblm uwag na proces rejestracji obrazu i przeprowadzenia bineary-
zacji. W wyniku realizacji pracy szukano odpowiedzi na pytaniey ,stnieje
mozliwos¢ oznaczenia ikci krystalicznej glukozy w zawiesinach w miodzie
metod, stereologiczg?”

MATERIALY | METODYKA

Badania przeprowadzono wykorzyatipreparowane zawiesiny krystalicznej
glukozy o znanym skeniu masowym fazy statej. Zawiesiny spmtzano poprzez
wymieszanie ptynnego miodu o masie 2 g (bez fazy stalej) z zmihwaporci
krysztatdbw. Mas krysztatéw odwaano z doktadnéia do 0,01 g. Jako fazrys-
taliczry wykorzystano bezwodrglukoz o masie molowej 180,2mol™, wypro-
dukowan przez CHEMPUR z Piekalaskich oraz monohydrat glukozy o masie
molowej 198,2 ghol*, wyprodukowany przez Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH z Seelze (Niemcy). Miéd stosowany do spdrenia zawiesin dzie
wczesniej poddano dekrystalizacji i doktadnemu filtrowaniu. Zawsgrtavody
w miodzie wynosita 18,4%. W trakcie mieszania temperatura mi&dgsztatow
byta rowna temperaturze otoczenia, wynosita okofC2@awartd¢ fazy krysta-
licznej w zawiesinach wygana za pomag utamka masowego zmieniata sid
0,005 do 0,091.

Prébki fotografowano w warunkach interferometrii birefrakcyjnej mikro-
interferometrze Biolar Pl. Akwizycji obrazu dokonywano przyaiu cyfrowego
rejestratora obrazu Casio QV-2900UX w formacie )(jggptografowanie prowa-
dzono przy statym powkszeniu z zablokowanym automatycznym zoomem. Agaliz
komputerow realizowano z wykorzystaniem komputerowego analizatora obrazu
0 nazwie MicroScan.

Nalezy zwrdcik uwag na staranne przygotowanie prébek do fotografowania.
Grubai¢ warstwy fotografowanej wyznaczata agfa przektadka teflonowa umie-
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szczona pomdzy szkietkami mikroskopowymi. Probka byla otrzynana przez
delikatne zgniecenie a nggshie obrécenie wzgtlem siebie szkielek. Miato to na
celu réwnolegte ustawienie krysztatdw watgm powierzchni ograniczgiych.

Fotografie struktury krysztaldw glukozy uzyskane za pamotkrointer-
ferometru byly barwne. Pierwszym etapem ich obrébki bykxwirzetworzenie
obrazu barwnego na monochromatyczny 8-bitowy. Segmenfaocjgows tak
wygenerowanego obrazu dokonywano na podstawie histogramudgasiion-
trastowy charakter tych obrazéw, w postaci jasnych krystaliadz obiektow na
tle ciemnego pola utatwiat ten proces. Npsie przeprowadzano operaci
morfologiczra polegajca na zalewaniu dziur na obrazie binarnym. Wyter
nione & drogy obiekty krystaliczne automatycznie zliczano, mierzono ich para-
metry geometryczne i okdlano ich sumarycznpowierzchng. Odniesienie jej
wartasci do pola powierzchni referencyjnejAy, na ktérej prowadzono pomiary
pozwolito wyznaczy udziat powierzchniowy A, frakcji krystalicznej na
obrazach, zwany rownigpowierzchniow wzgledna [15,16] wg wzoru:

=k (1)

Dla kazdej prébki zawiesiny o tdym stzeniu okrglano udziat powierzchniowy
jako srednp z dziesiciu pomiaréw. Powkszenie, przy ktérym wykonywano
fotografie byto state i wynosito okoto 500X, a pole powierzchni efeyjnej
502000un?. Parametry te dobrano @aadczalnie. Wynikaty one z rawosci
uzyskania ostrego i kontrastowego obrazu za panmaterferometru Biolar Pl
0 mazliwie duzym polu widzenia.

Zaleznosci empiryczne pomeidzy znanym udziatem masowym krysztatdw
w zawiesinie i okréona empirycznie gstascia powierzchniow otrzymywano
poprzez aproksymagjz wykorzystaniem programu Statistica. Wyniki przedsta-
wiono w formie réwna uzyskanych w wyniku analizy regresji z podaniem
wartasci wspotczynnika determinacji’R

Analiza ilosciowa udziatu masowego fazy krystalicznej w zawiesinie

Schemat uktadu, w ktérym wykonywano fotografie golstawiono na rysunku 1.
Nalezy podkréli¢, ze rysunek ten jest symboliczny i nie odzwierciedla proporcji
geometrycznych poszczegolnych elementéw zastosowanego uktadoiejijst
bardzo wygodny do prezentacji problemu. Przykladowe fotografie zawies
krystalicznej glukozy w miodzie wykonane w tych warunkach przedstena
fotografiach 1-4.
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Rys. 1.Schemat uktadu, w ktérym prowadzono obserwacjeesaw 1 i 2 — szkietka mikroskopowe, 3 —
przektadka o grubmi t = 20um, 4 — prébka zawiesiny, 5 — krysztat o gréddg zawieszony w miodzie

Fig. 1. Schematic diagram of apparatus for the obsenstiérsuspensions: 1 and 2 — glass slides, 3 —
insert of the thickness t = 20n, 4 — suspension sample 5 — crystal of the thgkgesuspended in honey

Fot. 1. Fotografia zawiesing-D glukozy o stze-  Fot. 2. Fotografia zawiesing-D glukozy o st-
niu 0,048 zeniu 0,083

Photo 1.Photo of the suspension afD glu-  Photo 2. Photo of the suspension afD glu-
cose of 0.048 concentration cose of 0.083 concentration
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Fot. 3. Fotografia zawiesiny monohydratu gluko- Fot. 4. Obraz zawiesiny monohydratu glukozy

zy o stzeniu 0,048 0 stzeniu 0,083
Photo 3. Photo of the suspension of glucosePhoto 4. Photo of the suspension of glucose
monohydrate of 0.048 concentration monohydrate 00.083 concentration

Zaleznoé¢ stereologiczna wiaca udziat powierzchniowy z afipscia wzgledm
(udziatem objtosciowym) 4, dla cienkich folii przy zatzeniu,ze nie wysgpuje
ekranowanie g§cinanie czstek ma posta[15]:

w=%m- @)

Poniewa krysztaty glukozy charakteryzujsic budowy w postaci ptaskich
ptytek sredni cicciwe w powyzszym wzorze mena zastpi¢ sredni grubdcia
krysztalu — g. W zastosowanym uktadziécinanie castek” jako takie nie
wystepuje [15]. Wynika to ze sposobu otrzymywania probki. Prébka zawies
jestsciskana pomidzy szkietkami do okidonej grubdci. W efekcie mae dog¢
tylko do pknie¢ krysztatéw, co jest istotne przy okleniu wymiaréw posz-
czegolnych obiektow i ichegtasci powierzchniowej, lecz nie wpltywa na aspekt
pomiaru ilgci fazy krystalicznej, a ten byt przedmiotem paziej analizy.
Oddzielnym problemem jest ekranowanie, czyli przystanianie jezmsiki przez
inna. Zjawisko to zaley od ilosci fazy stalej, jej morfologii oraz gruba
warstwy badanej zawiesiny. Ma charakter stochastyczegd jvysipienie jest
tym bardziej prawdopodobne im aksze jest stzeniu fazy statej i wiksza
grubag¢ prébki oraz mniejsza grubo krysztatdbw. W takich warunkach me
powodowd istotne bédy w przeprowadzonych analizach. Dlatege e celu
jego ograniczenia w dwiadczeniu zastosowano stosunkowo ciemkarstwe
prébki, bo wynoszca zaledwiet = 20 um, a badania prowadzono dlazsnia
fazy statej w zawiesinie od 0,005 do 0,091.
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Udziat obgtosciowy fazy krystalicznej w badanych zawiesinachzmaoprzed-
stawi jako [15]:

Ve _ P kP
W=+-"-= =—[Cy 3)
Vo ooe M pe

Po wstawieniu zalamaosci (3) do wzoru (2) i przeksztatceniu uzyskuje si

—_ /Ckr l:_g
= 4
Cur A LA (4)

Ze wzgkdu na faktze wszystkie parametry wygtujace we wzorze (4)asw
trakcie realizacji déwiadczenia stale zatros¢ ta przyjmuje charakter liniowy,
ktéry mazna wyrazé jako:

Ckr =alAa. 5)

Powyzszy wzor pokazujeze pomedzy udziatem powierzchniowym kry-
sztatbw na fotografii i ich udzialem masowym w zawiesiniestapuje scista
liniowa zalenos¢. Na jej podstawie istnieje potencjalna aiiwos¢ okreslenia
udzialu masowego fazy stalej poprzez pomiar udziatlu powierzchnioveey
krystalicznej na fotografi. W pomszym ddéwiadczeniu badano zadeoic
odwrotm tzn.:

1
Ap = a [Cy - (6)

Sprawdzano czy rzeczysgie wystpuje liniowa korelacja poradlzy znanym
udziatlem masowym krysztatbw w preparowanych zawiesinach glukomh a
udziatem powierzchniowych na fotografiach wykonanych w uktadzieaopia
wyzej w warunkach interferometrii birefrakcyjne;.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na fotografii 1 i fotografii 2 przedstawiono obraz rzeczywiggwiesiny
bezwodnej glukozy uzyskane za pom&iolaru Pl, a na fotografii 3 i fotografii 4
zawiesiny monohydratu glukozy. Przedstawiajpe struktury krystaliczne w pos-
taci kolorowych obiektéw na tle ciemnego pola.

Zestawienia wartxi pola powierzchni zidentyfikowanych krysztatow za-
mieszczono w tabeli 1. Zostaty tu przedstawiérezlnie arytmetyczne wasci
uzyskane na podstawie analizy 10 fotografii wykonanych dla zawaegiym
samym szeniu wyraonym za pomag utamka masowego. W oddzielnych
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kolumnach przedstawiono wyniki pomiaréw dla zawiesin krystalicargiukozy
bezwodnej i monohydratow glukozy.

Tabela 1. Wyniki pomiaréw sredniej powierzchni wzgtinej zawiesin krystalicznych glukozy
w miodzie w funkcji sizenia masowego fazy statej.

Table 1. Results of measurements of average relative sudcrystalline suspensions of glucose
in honey in the function of mass concentrationadidsphase
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1 0,005 26096 29126 0,060 0,058
2 0,010 37495 38829 0,075 0,077
3 0,015 45873 46994 0,091 0,094
4 0,020 59145 59638 0,118 0,119
5 0,024 63299 68654 0,126 0,137
6 0,029 78157 79380 0,156 0,158
7 0,034 84211 85965 0,168 0,171
8 0,039 93762 99163 0,187 0,198
9 0,043 95813 103647 0,191 0,207
10 0,048 107190 107886 0,214 0,215
11 0,052 115597 127231 0,230 0,253
12 0,057 120854 138412 0,241 0,276
13 0,061 125807 142735 0,251 0,284
14 0,065 129891 165544 0,259 0,330
15 0,070 137485 163489 0,274 0,326
16 0,074 143576 169743 0,286 0,338
17 0,078 147531 184365 0,294 0,367
18 0,083 165453 201651 0,330 0,402
19 0,087 169237 201959 0,337 0,402
20 0,091 172245 203270 0,343 0,405
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Analiza regresji uzyskanych wynikow pozwolita wyzeg zaleznosci empiry-
czne wizace udziat powierzchniowy z utamkiem masowym krysztaldwawiesinie
tzn. réwnania Ap = f(Cy, ). Poniej przedstawiono uzyskane w wyniku apro-
ksymacji rozwazania w przedziale utamka masowego krysztaldw wiezimach
Cyr U 60 ;0,1) , Z jednoczesnym podaniem wspéiczynnika determiRAc

W przypadku zawiesia-D glukozy zaleéno$¢ ma posté&

Ap = 0049+ 3298[C,, , @)

przy wartgci wsp6tczynnika R= 0,992.
W zawiesinach monohydratu glukozy uzyskano rownanie:

Ap =0032+4238[T,,, )

a wartéé wspotczynnika determinacji wyniosta? R 0,994

Uzyskane réwnania regresji magharakter linii prostych, ze stosunkowo
wysoka wartdicia wspotczynnika determinacji’RWszystkie punkty pomiarowe
znalazty st w obszarze regresji na poziomie uf€io0,95. Przy czym daje i
zauway¢, ze wraz ze wzrostem utamka masowego qpagé wzrost rozrzutu
uzyskanych wynikow. Charakterystycznym elementem obuwmnade jest fakt,
ze proste nie wychodzz pocatku ukltadu wspoétrednych a przecinaj os
rzednych przy dodatnich warociach udzialu powierzchniowego krysztatéw
glukozy okrélonego na fotografiach. Zjawiska to nie jest przypadkowe. Dastrze
70No je wczéniej przy badaniu mikrostruktury zawiesin glukozy [5]. Nie dato si
go wyeliminow& pomimo zwracania szczegoélnej uwagi na wykonywanie foto-
grafii i sposéb binearyzacji. Wygtito ono réwnie w przypadku zawiesin mono-
hydratu glukozy. Przyczyny jego wypienia naley doszukiwa sie w sposobie
otrzymywania obrazu interferometrycznego. Obraz krysztalu w waaolmiater-
ferometrii birefrakcyjnej powstaje bowiem w wynikaterferencji dwoch promieni
Swietlnych: zwyczajnego i hadzwyczajnego, uzyskanyatprzejciu przez krysztat.
Charakteryzuje sion duym natzeniem dwietlenia obiektu, ktdry znajdujeesi
praktycznie na czarnym tle. Naje przypuszczg ze szczegOlnie przy matych
stezeniach intensywne $yiecenie” krysztatldw @wietla tez obszary przylegte do
krysztatu, co podczas binearyzacji powoduje przesganie pola powierzchni fazy
krystalicznej. Natomiast przy wysokich waxt@ch udziatu masowego fazy
krystalicznej w zawiesinach punkty pomiarowe zaegymkiada& sie ponizej linii
regresji, co wskazuje, na wyptenie ju znacacych efektéw przystaniania esi
wzajemnego krysztatow. Zawine wartéci udziatu powierzchniowego uzyskane
przy najwyzszych wartéciach sg¢zenia ,.swoj wagn” w procesie aproksymaciji —
w polczeniu z przeszacowaniem udziatu powierzchniowego przy niskige- st
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niach — podwyszap miejsce przeecia prostej z osirzednych. Uwzgédniajac
powyzsze uwagi wydaje si ze w przypadku zawiesin krysztatéavD glukozy
powyzsza metoda daje dobre wyniki przy poziomiezehia fazy krystalicznej
wynoszacym od 0,01 do 0,06. W przypadku zawiesin monohydiakogy uzyskuje
nieco wiksze rozrzuty punktow pomiarowych w pasie regresgmniej wspot-
czynnik determinacji wskazujee zalencs¢ liniowa jest zachowana praktycznie
w catym badanym zakresie. Przyczyny tego zjawisiezy upatrywa w morfologii
krysztatbw monohydratu glukozy. Charakteryzsle one wikszymi wymiarami
geometrycznymi oraz wksz i bardziej regularp grubdcia. Szczegdlnie ,dobra”
korelacja liniowa wysipuje pomedzy udziatem masowym asfaicia powierz-
chniowg do stzeniaC,, = 0,04. W przedziale tym punkty pomiarowe znajcki
praktycznie na linii regresji. Punkt przecia linii regresji z osi rzedna dla
zawiesin monohydratu glukozy ma rowhnieizsz, wartas¢ jak dla zawiesiro-D
glukozy. W tym przypadku bardziej regularna budowa oragksga grubét
krysztatbw wydaje si by¢ powodem mniejszych &liéw popetnianych, przy
binearyzacji obrazu interferometrycznego przy matycizestiach fazy krysta-
licznej oraz przy aproksymaciji.

PODSUMOWANIE

Badania déwiadczalne przeprowadzone na preparowanych zawiesimdgh
glukozy i monohydratu glukozy potwierdzitye pomgdzy stzeniem masowym
i udziatem powierzchniowym fazy krystalicznej wystije zalenosé¢ liniowa.
Daje to maliwos¢ okreslenia udzialu masowego krysztatow w zawiesinach glu-
kozy na podstawie fotografii wykonanych w warunkach interferdintgtefrak-
cyjnej. Najlepsze wyniki uzyskujeesw przedziale utamka masowego krysztatow

w zawiesinie Cy, D<001;006>. Przy matych steniach —C,<0,01 powstaje

dodatni bhd wyznaczenia udzialu masowego frakcji krystalicznej (przesza
wanie) spowodowane charakterem obrazu interferometrycznego. Piayyely
wartasciach, powyej stzenia C,>0,06 daje st natomiast zauwg¢ efekt
odwrotny — zarienie wartdci stzenia, wywotane ekranowaniemastek.
Naturalne zawiesiny krystalicznej glukozy powstarzy krystalizacji miodu
pszczelego. Przedstawiona metodykazenby¢ wicc wykorzystana do okénia
ilosci fazy krystalicznej w tym produkcie po krystalizacji. Dégeszereg mai-
wosci badania miodu pszczelego. kh@ np. § droga wyznaczy w alternatywny
sposob ilé¢ glukozy w produkcie, gdyfaz krystaliczra tworzy tylko glukoza
krystalizupca w postaci monohydratu. lpmozliwoscia jest badanie iliciowe
kinetyki krystalizacji miodu i zmian ikei fazy krystalicznej w zalenosci od
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warunkow krystalizaciji. Oddzielnym problemera lsadania wiciwosci reolo-
gicznych miodu skrystalizowanego w zaiesci od ilcsci fazy stalej i jej morfologii.
Wydaje st, ze w tym wzgtdzie przedstawiona metodyka jest bardzo obieauj
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Abstract. This paper presents the results of meamnts determining the contribution of solid

phase in glucose suspensions using the steredlogithod on the basis of the "analysis of thinsfoil
For this purpose, photographs of glucose suspensiooney taken in the conditions of shearing
interferometry and computer image analysis werd.Usmpirical dependences were determined between
the mass fraction of both-D glucose crystals and glucose monohydrate ancethtive surface defined
on photos of samples of these suspensions. Fitiadlypossibility of practical applications of thmro-
duced research methodology was discussed.

Keywords: honey, suspensions of crystalline glucsteeeological method, analysis of thin foils



