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ABSTRACT 
The aim of this work was evaluation of spectroscopic methods used for classification of bee pollen 
samples according to difference in their composition (FTIR, FT Raman, and FT NIR) and colour 
(diffuse reflectance VIS). Measured spectra were analysed by hierarchy cluster analysis (HCA) and 
principal component analysis (PCA). Obtained results confirmed that vibration based spectroscopic 
methods are sensitive to sample composition. FT Raman and VIS spectra confirmed differences in 
specific pigments (flavonoids and carotenoids) reflecting botanical origin of the raw flower pollens. 
The combination of spectroscopic methods used in this work helps better classify bee pollens which is 
important for quality estimation and utilization of this agricultural and beekeeping product. 
Key words: bee pollen, classification, vibration spectroscopy, colour estimation, hierarchy cluster 
analysis (HCA), principal component analysis (PCA) 

 
 
ÚVOD 
Obnožkový pyl se skládá ze směsi květového pylu z nektarem a včelími výměšky. Tento včelařský 
produkt byl charakterizován jako zdroj volných aminokyselin a bílkovin, tuků a mastných kyselin, 
jednoduchých cukrů a polysacharidů, řady antioxidačních látek, zejména kyseliny askorbové, 
karotenoidů a flavonoidů (Qian et al., 2008; Almeida-Muradian et al., 2005; Gonzalez-Martín et 
al., 2007; Gonzales-Paramas et al., 2006; Silva et al., 2006; Tomas-Lorente et al., 1992; Ohta et 
al., 2007; Di Paola-Naranjo et al., 2004). Obnožkové pyly se významně liší podle chemického a 
botanického složení, což vede k nutnosti jejích účinné identifikace a třídění. Jestliže sběr pylu probíhá 
z jednoho botanického druhu rostlin, pylové granuly mají stejné biochemické a strukturní vlastnosti, 
což může posloužit jako vodítko pro třídění pylu podle botanického původu. Pokud pylu není dostatek, 
včelí dělnice navštěvují květiny různých rostlinných druhů čímž dochází ke smíchaní odlišných pylů v 
pylové kuličce. Vzniklé pylové granule budou mít variabilní vlastnosti založené na poměru zdrojů z 
různých botanických taxonů. Třídění takového materiálu je mnohem komplikovanější (Human, 
Nicolson, 2006; Silva et al., 2006; Gonzalez-Martín et al., 2007). Zjištění botanického původu a 
složení obnožkových pylů pomocí klasických analytických postupů je náročné z hlediska práce a času. 
Někdy při chemickém zpracování dochází vzorku k degradaci nestabilních látek, což vede k chybám 
v jejich stanovení (Almeida-Muradian et al., 2005). 
Vibrační spektroskopické metody jsou běžně používané pro strukturní analýzu biologického materiálu, 
nevyžadují zvláštní přípravu vzorků a vylučují faktory vedoucí ke zkreslení výsledků (chemická a 
termální degradace, vymizení složek během přípravy a extrakce a pod.). Ramanova a infračervená 
(FTIR – Fourier transformed infrared) spektroskopie poskytují informace o struktuře a chemickém 
složení biologických vzorků a jsou široce uplatněná při jejích analýze. FTIR spektroskopie byla 
úspěšně použitá pro identifikaci medových (Pappas et al., 2003) a alergenových (Gottardini et al., 
2007) květových pylů. Byly vytvořeny knihovny FTIR spekter pro rychlou identifikaci květových 
pylů.     
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Tato metoda dokázala rozlišit druhy rostlin ze stejného rodu, přičemž možností světelné mikroskopie 
jsou obvykle omezené na rozlišovaní čeledí a rodů. Využití knihovny FTIR spekter květových pylů při 
analýze obnožkových pylů však má určité omezení vzhledem ke smíšenému botanickému původu a 
přítomnosti dalších složek (nektar, včelí výměšky). Kombinace vibračních spekter s multivariační 
analýzou je účinná pro identifikaci a třídění surovin a potravin (Coimbra et al. 1999, Černá et al. 
Čopíková et al. 2006, Vesela et al. 2007). Charakterizace a třídění alergenových květových pylů 4 
druhů rostlin bylo provedeno pomocí Ramanové mikrospektroskopie a multivariační analýzy (Ivleva 
et al., 2005). Měření spekter bylo provedeno ze samotného pylového zrna identifikovaného 
mikroskopicky. Ramanova spektra pylu obsahovala řadu charakteristických píků, které byly přiřazené 
jednotlivým složkám pylového zrna. Multivariační analýza vibračních spekter by mohla pomoci řešení 
problému třídění obnožkových pylů. 
Příbuzné druhy květových pylů jsou obvykle velmi podobné a proto může být v některých případech 
obtížná identifikace jen na základě morfologii. K řešení tohoto problému by mohlo pomoci porovnání 
jejich zbarvení. Květový pyl, obsahující mastná barviva z květinových prašníku, se výrazně liší 
barvou. Rozmanitost zbarvení zrn obnožkového pylu závisí na zdrojovém květinovém pylu. Odstín 
pylu je závislý na botanickém původu, stupni zralosti a chemickém složení. Mezi typickými 
chromofory pylů patří flavonoidy a karotenoidy. Oba typy chromoforů jsou běžné složky rostlin a mají 
biologický význam, zejména antioxidační aktivitu (Almaraz-Abarca et al., 2007, Leja et al., 2007); 
flavonoidy navíc přispívají imunitě rostlin protože jsou toxické pro řadu bakterii. Karotenoidy mají 
červeno-žluté, oranžové až červené zbarvení; barva flavonoidů je velmi rozmanitá a závisí na jejích 
struktuře. Výskyt a poměr jednotlivých barviv ve včelích pylech se stanovují pomocí separačních 
metod, zejména vysokoúčinné kapalinové chromatografie (Di Paola-Naranjo et al. 2004). Hodnoty 
obsahu barviv byly použity jako markéry určitých druhů rostlin a pro charakterizaci biologického 
účinku a kvality pylu (Campos et al. 1997; Serra Bonvehí et al., 2001; Tomás Lorente et al., 1992; 
Tomás-Barberán et al., 1989). 
Barvu pylové hmoty lze stanovit pomocí analýzy obrazu nebo na základě reflektančních spekter ve 
viditelné oblasti (obvykle 380 – 770 nm). První způsob potřebuje digitální mikro- nebo mikroskop; 
druhý – UV-Vis spektrofotometr s reflektanční sférou. Analýza mikroskopického obrazu pylové hmoty 
poskytuje nejen informace o zbarvení pylových zrn, a také o variabilitě jejich počtu, velikosti, tvaru a 
textury povrchu. Určení barvy pomocí analýzy obrazu potřebuje zařízení pro transformace barevných 
prostorů a proto nemůže být natolik spolehlivé jak určení s využitím reflexní spektroskopie. Reflexní 
spektrofotometry slouží k rutinnímu měření barvy a poskytují výsledky blízké vizuálnímu vjemu. Při 
reflexním měření se zjišťuje poměr odraženého monochromatického světla ke světlu dopadajícímu; 
následujícím krokem je transformace naměřených spekter do systému barevnosti CIE L*a*b* (obrázek 
č. 1). Zatím není jasné nakolik barva obnožkového pylu koreluje s jeho botanickým původem. Analýza 
10 vzorků obnožkových pylů z Jižní Brazílie ukázala, že jednobarvost vzorku obnožkového pylu 

 
Obrázek 1 Uspořádání barevného prostoru CIE L*a*b*
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nemůže být spolehlivým důkazem toho, že pochází z jednoho druhu rostlin (Almeida-Muradian et al. 
2005). Přesto měření barvy lze využít pro třídění vzorků pylů v kombinaci s dalšími charakteristikami, 
například mikroskopická morfologie nebo obsahy/distribuce určitých chemických markérů. Dělení 
obnožkového pylu podle barevných vlastností odráží rozmanitost ve složení barviv, což je důležité pro 
odhad kvality a biologické aktivity tohoto cenného produktu včelařství. 
Táto práce je věnovaná třídění souborů vzorků a obnožkových včelích pylů neznámého botanického 
původu pomocí následujících postupů: (a) kombinace spektroskopické a multivariační analýzy 
naměřených spekter, a (b) spektroskopického stanovení barvy. Pro určení botanického druhu vzorků 
byly použité referenční vzorky květových a monoflorálních včelích pylů. 
 
MATERIÁL A METODIKA 
Tabulka 1 Seznam vzorků květového a včelího pylu 

Druh Botanický původ Počet vzorků 
slunečnice 18 
moruše směs 1 
mák setý 1 
žito seté 1 

 
 
Květové pyly 

tomel japonský (kaki, churma) 2 
slunečnice 10 

řepka olejná 10 
zlatobýl 1 
mák divý 1 
svazenka 1 
jetel plazivý 1 

 
 
 
Obnožkové včelí pyly 

neznámý 132 
 
Vzorky květového (KP) a obnožkového včelího (VP) pylu byly získané z různých lokalit Slovenské 
republiky (tabulka č. 1). Soubor 132 vzorků VP neznámého botanického původu po primárním třídění 
podle konzistence a vizuální barvy byly homogenizované a připravené pro měření spekter. 
Měření FT Ramanových spekter v rozsahu 150–4000 cm-1 bylo provedeno pomocí FT Ramanoveho 
spektrometru Equinox 55/S (Bruker, USA) vybaveným křemenným děličem světla a Ge detektorem 
chlazeným tekutým N2. Byl použit Nd:YAG laser emitující záření při λ=1064 nm a výkonem 250 mW. 
Pro každý vzorek bylo použito průměrné spektrum z 1054 skenů změřený ve skleněné lahvičce při 
25°C s rozlišením 4.0 cm-1. FTIR a FT NIR spektra vzorků pylů byla změřena na FT-IR spektrometru 
Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA). FTIR spektra byla měřena v KBr tabletě v rozsahu vlnočtů 
400–4000 cm-1 s rozlišením 2 cm-1; počet skenů byl 64. FT NIR spektra byla změřena v rozsahu 
vlnočtů 4000–10000 cm-1 s rozlišením 2 cm-1 a počtem skenů 100. Druhá derivace FT NIR spekter 
byla vypočtena pomocí algoritmu Norris (délka segmentu 5, mezera mezi segmenty 5). Difúzně 
reflektanční Vis spektra (%R) byla naměřena na UV-Vis spectrofotometru UV4 (UNICAM, Velká 
Británie), nástavec Labsphere pro měření reflexních spekter. Rozsah měření 380 – 800 nm, šířka 
štěrbiny 4 nm, rychlost skenování 240 nm·min-1, datový interval 2 nm, počet skenů 10. Všechna 
spektra a 2. derivace FT NIR spekter byla exportována do tabulkového formátu pro další zpracování 
pomocí softwarů Origin 6.0 (Microcal Origin, USA) a Excel 2003 (Microsoft, USA). Spektra byla 
vyhlazena pomocí FFT filtru, 5 – 10 bodů; Vis spektra byla navíc převedena do jednotek log (1/R). 
Spektra v jednotkách absorbance nebo log (1/R) byla normalizována podél osy Y v rozsahu 0 až 1. 
Sety upravených spekter v tabulkovém formátu (FT Raman; FTIR; FT NIR – spektra a 2. derivace; 
VIS – spektra v jednotkách %R a log (1/R)) byla exportována do softwaru Statistica 7.0 (Statsoft, 
USA), kde byly vypočteny hodnoty popisné statistiky a provedena vícerozměrová statistická analýza. 
Rozdíly mezi vzorky byly zkoumány pomocí HCA (zvolené metody shlukování: nevážený průměr 
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skupin dvojic, úplné spojení a Wardova metoda) na základě Euklidové a Manhattenově blokové 
vzdálenosti a prezentovány ve formě dendrogramů podobnosti objektů. Analýza PCA byla provedena 
na základě kovariací a byly připraveny grafy komponentní zátěže a komponentního skóre. 
Naměřená VIS spektra byla použita pro výpočet barevných parametrů systémů CIE XYZ a CIELab 
pomocí programu Excel 2003 (Microsoft, USA). Transformační rovnice pro výpočet hodnot X, Y a Z 
je dána zhruba vztahy: 
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Kde Eλ je energie světelného záření, která je udávána tabelárně pro příslušné vlnové délky 
spektra λ a řadu světelných zdrojů jako D65, C (denní světla) A (večerní světlo-světlo žárovky), Tl 
(umělá světla) apod.; xλ, yλ, zλ j jsou trichromatičtí členitelé, což jsou poměrná kolorimetrická množství 
měrných barevných podnětů tzv. normálního pozorovatele pro příslušné světelné zdroje. Jsou udávána 
pro 20 a 100 pozorovatele; Rλ jsou naměřené hodnoty reflektance světelného záření. Z hodnot X, Y, 
Z byly vypočteny souřadnice L*, a*, b* barevného systému CIELAB  a základní barevné rozdíly podle 
následujících rovnic: 
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kde Xn, Yn, Zn jsou barevné souřadnice pro bílý standard a normované osvětlení D65 a 10o normálního 
pozorovatele tj. D 65/10 (Xn = 94.811, Yn= 100, Zn= 107.304). 
 
 
VÝSLEDKY A DISKUZE 
Popisná statistická analýza spekter 
Nákres popisné statistické analýzy Ramanovych spekter 132 vzorků VP neznámého původu v rozsahu 
250–1800 cm-1 (obrázek č. 2a) odráží variabilnost jejich chemického složení. Největší variabilitu 
ukazují píky při 1526 a 1156 cm-1. Nejintensivněji Ramanove pásy odpovídají skeletovým vibracím 
aromatických a alifatických složek pylů. Pásy kolem 1742 a 1649 cm-1 byly přiřazené vibracím 
ν(C=O) lipidů a bílkovin. Pásy kolem 1630 a 1602 cm-1 mohou být příspěvkem ν(C=C) polyfenolů. 
Píky při 1005, 1156 a 1526 cm-1 odpovídají vibracím C-CH3, CC a C=C vazeb β-karotenů (Schulz et 
al., 2005). První pík má navíc výrazný příspěvek vibrace Phe kruhu bílkovin. Variabilnost poměru 
fenolových látek a karotenoidů v KP a VP vysvětluje výrazné změny intensit v těchto oblastech 
spekter. Pás 1448 cm-1 odpovídá vibracím CH2, CH3 skupin různého původu. Porovnaní FT 
Ramanovych spekter KP a VP stejného botanického druhu (slunečnice) vedlo k závěru, že řada pásů 
VP jsou charakteristické pro amorfní fruktosu, hlavní cukernou složku nektaru (Soderholm et al., 
1999). 
Na obrázku č. 2b je výsledek popisné statistické analýzy FTIR spekter referenčních vzorků v oblasti 
400–2000 cm-1. Je zřetelná výrazná variabilita spekter, což ukazuje na rozdíly v poměru chemických 
složek. Výrazné píky v oblasti 1500–1800 cm-1 ukazují na přítomnost karbonylových (esterů, 
karboxylů, amidů) a nenasycených sloučenin. Dva intenzivní píky kolem 1510–1540 cm-1 (amid II) a 
1650–1660 cm-1  (amid I) ukazují na přítomnost bílkovin. Méně výrazný pík kolem 1740 cm-1 byl 
přiřazen ν(C=O) vibrací esterů, což ukazuje na přítomnost tuků. Řada vzorků má IČ pás δ(H2O) kolem 
1640 cm-1. Oblast 1200–1500 cm-1 obsahuje řadu nevýrazných pásů obzvláště deformačních vibrací 
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CH, NH, OH vazeb, vibrace amid III bílkovin, rovinné deformační vibrace sacharidů a ν(COC) esterů. 
Interpretace jednotlivých pásů je složitá vzhledem k jejich vzájemnému překrývání. Oblast 900–1200 
cm-1 obsahuje pásy valenčních vibrací CO, CN a CC sacharidů a bílkovin. Pás 898 cm-1 ukazuje na 
přítomnost celulosy a pásy 777, 817 a 865 cm-1 jsou typické pro amorfní fruktosu. 
Na obrázku č. 2c je znázorněn výsledek popisné statistické analýzy FT NIR spekter referenčních 
vzorků v oblasti 4000–10000 cm-1. Variabilita spekter KP a VP je výsledkem rozdílu ve složení 
organických látek. FT NIR spektra se skládají z velkého počtu se navzájem překrývajících pásů 
kombinačních vibrací a overtónů, jejichž přiřazení je mnohem obtížnější než základních vibrací ve 
střední IČ oblasti. Z tohoto důvodu interpretace NIR pásů zde není uvedená. 
Na obrázku č. 2d je výsledek popisné statistické analýzy normalizovaných VIS spekter (380–800 nm) 
referenčních vzorků v  jednotkách log(1/R). Spektra se výrazně liší od mediánu, což je způsobeno 
odlišným složením chromoforů, mezi které patří hlavně karotenoidy a flavonoidy. Normalizace VIS 
spekter vedla k eliminaci šedé škály a ke zvýraznění jednotlivých odstínů. 
 
HCA spekter 
Výsledky HCA spekter referenčních vzorků KP a OP jsou znázorněny na obrázku č. 3. Dendrogram 
podobností Ramanovych spekter (obrázek č. 3a) ukazuje na dva shluky: (a) slunečnice (KP a VP) a (b) 
řepky olejné (VP). Porovnaní Ramanovych spekter potvrdilo, že pyly s výrazným obsahem 
karotenoidů tvořili shluk a, přičemž pyly obsahující flavonoidy patřili shluku b. První shluk se navíc 

 

    A      B 

 
    C      D 
Obrázek 2 Popisná statistická analýza spekter referenčních vzorků KP a VP: FT Raman (A), FTIR (B), FT NIR (C) a 
Vis (D) (A – soubor 132 vzorků VP neznámého původů, B, C, D – referenční vzorky KP a VP) 
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rozštěpil na menší shluky slunečnicových KP a VP. Vzorek VP máku divého zřejmě obsahoval 
karotenoidy a byl přiřazen shluku a; ostatní KP a VP patřili shluku b. HCA FTIR spekter vedla k 
rozlišení třech shluků slunečnicových KP, slunečnicových a řepkových VP (obrázek č. 3b). Podle 
patrných rozdílu FTIR spekter lze uvažovat, že shlukovaní je způsobeno rozdílem poměru sacharidy: 
bílkoviny. Většina vzorků s výjimkou máku divého (VP) a moruše směs (KP) nepatřila žádnému z 
těchto shluků a tím ukázala specifické složení. HCA FT NIR spekter vedla k rozdělení  souboru na dva 
shluky KP a VP (obrázek č. 3c), což ukazuje na citlivost této spektroskopické metody na přídavek 
nektaru (voda, fruktosa). Na obrázku č. 3d je znázorněn dendrogram PCA normalizovaných VIS 
spekter. Došlo k rozlišení třech shluků KP a VP ze slunečnice a VP z řepky olejné, žádný z ostatních 
vzorků se nedostal do označených shluků v následku výrazné barevné odlišnosti. 
 
PCA spekter 
Výsledky PCA Ramanovych spekter celého souboru vzorků jsou znázorněny na rozptylovém 
diagramu komponentního skóre (obrázek č. 4a). Podle hodnot extrémů křivek komponentních zátěží 
PC1 a PC2 byl vysvětlen příspěvek jednotlivých složek. Oblast deformačních vibrací CH2 a CH3 
kolem 1440 cm-1 je nevýrazná, což znamená ze příspěvek alifatických skupin je nepatrný. Naopak, 
charakteristické pásy fenolových látek a karotenoidů jsou velmi silné. Hodnoty extrémů 
komponentních zátěží kolem 1602, 1526, 1156 a 1006 cm-1 posloužily jako hlavní vodítko pro třídění 
vzorků do shluků na základě obsahů karotenoidů a flavonoidů. Body s extremními hodnotami PC1 a 
PC2 určují dva trendy variability vzorků: hlavní trend ukazuje na zvětšení obsahu flavonoidů – shluk 
řepky olejné (nárůst hodnoty PC1), vedlejší trend ukazuje na zvětšení obsahu karotenoidů – shluk 
slunečnice (nárůst hodnoty PC2). Oblasti záporných PC1 a PC2 obsahují body vzorků s nízkým 
obsahem jak karotenoidů tak i flavonoidů. Vzorky č. 10, 88, 89, 94, 95 a 100 se dostaly do blízkosti 
shluků slunečnicových pylů což může ukazovat na stejný botanický původ. 

 
    A      B 

 
    C      D 
Obrázek 3 Dendrogramy podobností referenčních vzorků KP a VP podle HCA spekter: FT Raman (A), FTIR (B), FT 
NIR (C) a Vis (D) 
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Kombinace PC1 a PC3 analýzy FTIR spekter referenčních vzorků (obrázek č. 4b) vedla k rozlišení 
třech shluků KP a VP ze slunečnice a VP z řepky olejné, přičemž větší shluky všech KP a OP byly 
také oddělené od sebe. Jeden vzorek OP slunečnice ukázal výraznou odchylku což by mohlo být 

způsobeno odlišným složením. Podobný výsledek měla kombinace PC1 a PC2 analýzy FT NIR spekter 
celého souboru vzorků (obrázek č. 4c). 
Výsledek PCA Vis spekter rozšířeného souboru vzorků je znázorněn na grafu komponentního skóre 
PC2 versus PC1 (obrázek č. 4d). Je vidět umístění shluku a jednotlivých vzorků, které těmto shlukům 
nepatří. Jsou rozprostřeny po jednotlivých kvadrantech v závislosti na jejich zbarvení. Vzorky č. 10, 
88, 89, 94, 95 a 100 se dostali do oblasti odstínu slunečnicových pylů což koreluje s výsledkem PCA 
FT Ramanovych spekter. 
 
Stanovení barvy 
Na obrázku č. 5a,b je vidět barevné rozdělení referenčních vzorků KP a VP. Na grafu odstínů {a*,b*} 
(obrázek č. 5a) se od sebe výrazně oddělily shluky slunečnice (KP a VP) a řepky olejné (VP), ostatní 
vzorky se umístily dle jejich barevnosti. Většina pylů se nachází v červeno-žlutém kvadrantu, pouze 
VP ze svazenky v červeno-modrém kvadrantu. Osa L* popisuje jas naměřených barev (obrázek č. 5b). 
Vzorky se rozdělily na světlé, střední a tmavé podél osy jasu. Barevné rozdělení rozšířeného souboru 
KP a VP je znázorněno na obrázku č. 5c. Vzorky č. 88, 89, 94, 95 a 100 se opět dostaly do blízkosti 
slunečnicových VP. 

    B  
    A       

 

    C      D 
Obrázek 4 Grafy komponentního skóre podle PCA spekter: FT Raman (A), FTIR (B), 2. derivace FT NIR (C) a Vis 

(D) (A, C, D – rozšířený soubor, B - referenční vzorky KP a VP) 
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ZÁVĚR 
Vibrační spektroskopické metody jsou citlivé na rozdíly v chemickém složení vzorků. S jejich pomocí 
byla prokázána přítomnost bílkovin, sacharidů, tuků a barviv ve vzorcích květových a obnožkových 
včelích pylů. Pomocí HCA a PCA vibračních spekter se podařilo rozdělit soubor vzorků do shluků dle 
rozdílu v jejích složení. Jednotlivé metody se výrazně lišili svou citlivostí na přítomnost a poměr 
složek pylů. Difúzně reflektanční VIS spektrometrie byla účinná při rozdělení vzorků pylů na základě 
jejich barvy. Na základě HCA/PCA Vis spekter a diagram barevnosti lze rozdělit vzorky pylů podle 
jejich botanického složení, protože pyly odlišného původu obsahují různý poměr barviv – karotenoidů 
a flavonoidů. Dále přítomnost nektaru a včelích výměšků ovlivňovala vjem barviv, což vedlo k 
rozdělení shluků KP a VP stejného druhu (slunečnice). Kombinace spektroskopických metod a 
multivariační analýzy je účinná pro třídění a hodnocení kvality obnožkových pylů, což má význam pro 
využití těchto produktů zemědělství a včelařství. 
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