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NOVE TRENDY VE T RIDENi A HODNOCENI KVALITY OBNOZKOVYCH PYL U
NEW TRENDS IN CLASSIFICATION AND QUALITY ESTIMATION  OF BEE POLLENS

Andriy Synytsya, Alla Synytsya, Roman Bleha, Jaif, Ganka MZkova, Radovan Ostrovsky, Jana
Copikova, Jan Brindza

ABSTRACT
The aim of this work was evaluation of spectroscapethods used for classification of bee pollen

samples according to difference in their composit{eTIR, FT Raman, and FT NIR) and colour

(diffuse reflectance VIS). Measured spectra weralyaed by hierarchy cluster analysis (HCA) and
principal component analysis (PCA). Obtained rasatinfirmed that vibration based spectroscopic
methods are sensitive to sample composition. FT d&aand VIS spectra confirmed differences in
specific pigments (flavonoids and carotenoids)eafhg botanical origin of the raw flower pollens.

The combination of spectroscopic methods usedigmibrk helps better classify bee pollens which is
important for quality estimation and utilizationtbis agricultural and beekeeping product.

Key words: bee pollen, classification, vibration spectroscamfour estimation, hierarchy cluster
analysis (HCA), principal component analysis (PCA)
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Obnozkovy pyl se sklada ze &sn kwétového pylu z nektarem aelimi vymeésky. Tento velarsky
produkt byl charakterizovan jako zdroj volnych aokgselin a bilkovin, tuk a mastnych kyselin,
jednoduchych cukr a polysachariti fady antioxidé&nich latek, zejména kyseliny askorbove,
karotenoid a flavonoidi (Qian et al., 2008; Almeida-Muradian et al., 2005; @Gnzalez-Martin et
al., 2007; Gonzales-Paramas et al., 2006; Silvaat, 2006; Tomas-Lorente et al., 1992; Ohta et
al., 2007; Di Paola-Naranjo et al., 2004 Obnozkové pyly se vyznamiriSi podle chemického a
botanického sloZeni, coz vede k nutnosti jejicimrie identifikace artdéni. Jestlize sir pylu probih&a

Z jednoho botanického druhu rostlin, pylové granuilgji stejné biochemické a strukturni vlastnosti,
coz mize poslouzit jako voditko praéidéni pylu podle botanickéhaigodu. Pokud pylu neni dostatek,
véeli dlnice nav&vuiji kvétiny riznych rostlinnych druin¢imz dochazi ke smichani odlisnych pyl
pylové kuliéce. Vzniklé pylové granule budou mit variabilni stlzosti zaloZzené na p@nu zdroji z
raiznych botanickych taxdn T¥idéni takového materialu je mnohem komplikog&n (Human,
Nicolson, 2006; Silva et al., 2006; Gonzalez-Martiet al., 2007. ZjiSteni botanického fvodu a
sloZeni obnozkovych p¥lpomoci klasickych analytickych postuje nar@né z hlediska pracecasu.
Nekdy pri chemickém zpracovani dochazi vzorku k degradestabilnich latek, coz vede k chybam
Vv jejich stanoveniAlmeida-Muradian et al., 2005.

Vibracni spektroskopické metody jsodzne pouzivané pro strukturni analyzu biologického mabke,
nevyzaduji zvIlastni fijpravu vzork a vylwuji faktory vedouci ke zkresleni vysladkchemicka a
termalni degradace, vymizeni slozethém gipravy a extrakce a pod.). Ramanova a t#@raena
(FTIR — Fourier transformed infraredspektroskopie poskytuji informace o struktia chemickém
sloZzeni biologickych vzork a jsou Siroce uplatna @i jejich analyze.FTIR spektroskopie byla
aspsSre pouzitd pro identifikaci medovychP@ppas et al., 2008a alergenovychQGottardini et al.,
2007 kvetovych pyhi. Byly vytvoreny knihovny FTIR spekter pro rychlou identifikadorétovych
pyla.
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Obrazek 1 Uspaadani barevného prostoru ClEalb’

Tato metoda dokéazala rozliSit druhy rostlin zerstbp rodu, ficemz moznosti stelné mikroskopie
jsou obvykle omezené na rozliSovaeledi a rod. Vyuziti knihovny FTIR spekter Kitovych pyli pri
analyze obnozkovych pylvSak ma utité omezeni vzhledem ke smiSenému botanickétivoqu a
piitomnosti dalSich sloZzek (nektar¢eli vymeésky). Kombinace vibraich spekter s multivarai
analyzou je &inna pro identifikaci aifdéni surovin a potravinQoimbra et al. 1999,Cerna et al.
Copikova et al. 2006, Vesela et al. 200TCharakterizace &itkéni alergenovych kitovych pyh 4
druhi rostlin bylo provedeno pomoci Ramanové mikrosmektopie a multivarieni analyzy [vleva

et al., 2005. Megfeni spekter bylo provedeno ze samotného pylovéma dentifikovaného
mikroskopicky. Ramanova spektra pylu obsahovathu charakteristickych pik které byly pirazené
jednotlivym slozkam pylového zrna. Multivagid analyza vibrénich spekter by mohla poma@Seni
problému tidéni obnozkovych pyi.

Ptibuzné druhy k¥tovych pyh jsou obvykle velmi podobné a protaiae byt v kkterych gipadech
obtizna identifikace jen na zakkdorfologii. KieSeni tohoto problému by mohlo pomoci porovnani
jejich zbarveni. Ketovy pyl, obsahujici mastna barviva zékmovych prasSniku, se vyragnlisi
barvou. Rozmanitost zbarveni zrn obnozkového pgist na zdrojovém kitinovém pylu. Odstin
pylu je zavisly na botanickémuapodu, stupni zralosti a chemickém sloZeni. Meziidypmi
chromofory pyl pati flavonoidy a karotenoidy. Oba typy chromafgsou &Zné slozky rostlin a maji
biologicky vyznam, zejména antioxiftd aktivitu (Almaraz-Abarca et al., 2007, Leja et al., 2007
flavonoidy navic pispivaji imunig rostlin protoZze jsou toxické priadu bakterii. Karotenoidy maji
cerveno-Zluté, oranzove a&ervené zbarveni; barva flavonéige velmi rozmanita a zavisi na jejich
strukture. Vyskyt a porér jednotlivych barviv ve #elich pylech se stanovuji pomoci separah
metod, zejména vysokoinné kapalinové chromatografi®i( Paola-Naranjo et al. 2004 Hodnoty
obsahu barviv byly pouzity jako markérycitych druhi rostlin a pro charakterizaci biologického
Gcinku a kvality pylu Campos et al. 1997; Serra Bonvehi et al., 2001; Téws Lorente et al., 1992;
Tomas-Barberan et al., 1989

Barvu pylové hmoty lze stanovit pomoci analyzy abraebo na zakladreflektargnich spekter ve
viditeIné oblasti (obvykle 380 — 770 nm). Prvniigpb potebuje digitalni mikro- nebo mikroskop;
druhy — UV-Vis spektrofotometr s reflektar sférou. Analyza mikroskopického obrazu pylovéokyn
poskytuje nejen informace o zbarveni pylovych artaké o variabild jejich patu, velikosti, tvaru a
textury povrchu. Wteni barvy pomoci analyzy obrazu faiuje z&izeni pro transformace barevnych
prostofi a proto nermize byt natolik spolehlivé jak &eni s vyuzitim reflexni spektroskopie. Reflexni
spektrofotometry slouzi k rutinnimugéiieni barvy a poskytuji vysledky blizké vizualnimemju. Ri
reflexnim n&reni se zjisuje pongr odrazeného monochromatickéhctty ke setlu dopadajicimu;
nasledujicim krokem je transformace r#emych spekter do systému barevnosti CIE t. (obrazek
¢. 1). Zatim neni jasné nakolik barva obnozkovéha ggreluje s jeho botanickymipodem. Analyza
10 vzorki obnozkovych pyl z Jizni Brazilie ukdzala, Ze jednobarvost vzorkwmazkového pylu
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nemize byt spolehlivym tkazem toho, Zze pochazi z jednoho druhu rosfliméida-Muradian et al.
2005. Presto ngreni barvy lze vyuzit praiténi vzorki pyla v kombinaci s dalSimi charakteristikami,
napiklad mikroskopickd morfologie nebo obsahy/distobuugitych chemickych markér Déleni
obnozkového pylu podle barevnych vlastnosti odm@@nanitost ve sloZeni barviv, coz j@ekité pro
odhad kvality a biologické aktivity tohoto cenngtroduktu elastvi.

Tato prace je &novana tidéni souboit vzorki a obnozkovych &elich pyli neznamého botanického
pivodu pomoci nasledujicich postup(a) kombinace spektroskopické a multivania analyzy
nantienych spekter, a (b) spektroskopického stanovemwiyb®ro uteni botanického druhu vzark
byly pouZzité referetni vzorky kwtovych a monofloralnichaelich pyi.

MATERIAL A METODIKA
Tabulka 1 Seznam vzork kvétoveho a veliho pylu

Druh Botanicky jivod Paet vzorki
slun&nice 18
morusSe srés 1

Kvétové pyly mak sety 1
Zito seté 1
tomel japonsky (kaki, churma) 2
slunenice 10
fepka olejna 10

. .o Zlatobyl 1

Obnozkove veli pyly mak divy 1
svazenka 1
jetel plazivy 1
neznamy 132

Vzorky kwtového (KP) a obnozkovehaieliho (VP) pylu byly ziskané Ziznych lokalit Slovenské
republiky (tabulka. 1). Souborl32 vzorki VP nezndmého botanickéhévyedu po primarnimitdéni
podle konzistence a vizualni barvy byly homogen&w/a fipravené pro rreni spekter.

Mé&teni FT Ramanovych spekter v rozsahu 150-4000 byio provedeno pomoci FT Ramanoveho
spektrometru Equinox 55/S (Bruker, USA) vybavenyrankennym dlicem s¥tla a Ge detektorem
chlazenym tekutym N Byl pouZzit Nd:YAG laser emitujici 2éni @i A=1064 nm a vykonem 250 mW.
Pro kazdy vzorek bylo pouZzito gmérné spektrum z 1054 skierzmeieny ve skledéné lahvice fi
25°C s rozliSenim 4.0 cm FTIR a FT NIR spektra vzoikpyli byla zmétena na FT-IR spektrometru
Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA). FTIR spekitrgla métena v KBr tablet v rozsahu vinéta
400-4000 crif s rozligenim 2 cify poset sketi byl 64. FT NIR spektra byla z#fena v rozsahu
vino&ta 4000—10000 ch s rozlisenim 2 cih a patem skefd 100. Druha derivace FT NIR spekter
byla vypatena pomoci algoritmu Norris (délka segmentu 5, ereeanezi segmenty 5). Diflgn
reflektartni Vis spektra (%R) byla natifena na UV-Vis spectrofotometru UV4 (UNICAM, Velka
Britanie), nastavec Labsphere pra@ieni reflexnich spekter. Rozsahéieni 380 — 800 nm, &a
trbiny 4 nm, rychlost skenovani 240 nmin™, datovy interval 2 nm, get sketi 10. VSechna
spektra a 2. derivace FT NIR spekter byla exporiavdo tabulkového formatu pro dalSi zpracovani
pomoci softwak Origin 6.0 (Microcal Origin, USA) a Excel 2003 (dosoft, USA). Spektra byla
vyhlazena pomoci FFT filtru, 5 — 10 bigdVis spektra byla navicipvedena do jednotek log (1/R).
Spektra v jednotkach absorbance nebo log (1/R)imalizovana podél osy Y v rozsahu 0 az 1.
Sety upravenych spekter v tabulkovém formatu (Fm&# FTIR; FT NIR — spektra a 2. derivace;
VIS — spektra v jednotkach %R a log (1/R)) byla axgvana do softwaru Statistica 7.0 (Statsoft,
USA), kde byly vypéteny hodnoty popisné statistiky a provedena viagedoava statistickd analyza.
Rozdily mezi vzorky byly zkoumany pomoci HCA (zvade metody shlukovani: nevazenyaper
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skupin dvojic, uplné spojeni a Wardova metoda) éklazt Euklidové a Manhatten@vblokové
vzdalenosti a prezentovany ve farmendrogrard podobnosti objekit Analyza PCA byla provedena
na zaklad kovariaci a byly fipraveny grafy komponentni Zae a komponentniho skore.

Naméiena VIS spektra byla pouZzita pro vyeo barevnych paramétisysténi CIE XYZ a CIELab
pomoci programu Excel 2003 (Microsoft, USAyansformani rovnice pro vyp&et hodnot X, Y a Z
je dana zhruba vztahy:

700 700 700
X=>ERX, Y=>ERy, Z=>YE,Rz,
A=400 A=400 A=400

Kde E, je energie sitelného z#eni, kterd je udavana tabeld&rpro @islusné vinové délky
spektrad afadu s¥telnych zdroj jako Dss, C (denni sétla) A (vederni sétlo-swétlo Zarovky), TI
(un¢la swtla) apod.; x, Y, z.jjsou trichromatiti ¢lenitelé, coz jsou posnna kolorimetricka mnozstvi
meérnych barevnych podii tzv. normalniho pozorovatele proigluSné swtelné zdroje. Jsou udavana
pro 2 a 10 pozorovatele; Rjsou nandfené hodnoty reflektance &elného z#eni. Z hodnot X, Y,
Z byly vypaiteny soiiadnice L, a, b barevného systému CIELAB a zakladni barevné tppiidle
nasledujicich rovnic:

3
L =116 ij -16
1 1
3 3
a=s00 [ 2| -| X
X Y

1

3 3
b =200 i — 5
Yn Zn

kde Xy, Yn, Z, jsou barevné sdadnice pro bil_y standard a normovanéstisni D65 a 10normalniho
pozorovatele tj. D 65/10X, = 94.811,Y,= 100,Z,= 107.304).

T

VYSLEDKY A DISKUZE

Popisna statisticka analyza spekter

Nakres popisné statistické analyzy Ramanovych spdl@2 vzork VP neznaméhogvodu v rozsahu
250-1800 crit (obrazeké. 2a) odraZi variabilnost jejich chemického slozdWéjwtsi variabilitu
ukazuji piky pi 1526 a 1156 cih Nejintensivigji Ramanove pasy odpovidaji skeletovym vibracim
aromatickych a alifatickych sloZek pyl Pasy kolem 1742 a 1649 ¢nbyly pritazené vibracim
v(C=0) lipidi a bilkovin. Pasy kolem 1630 a 1602 tmohou byt pispsvkem v(C=C) polyfeno.
Piky pi 1005, 1156 a 1526 cmodpovidaji vibracim C-C CC a C=C vazePp-karoteri (Schulz et
al., 2005. Prvni pik m& navic vyraznytippevek vibrace Phe kruhu bilkovin. Variabilnost p&mn
fenolovych latek a karotenaidv KP a VP vys¥tluje vyrazné zrény intensit v &chto oblastech
spekter. Pas 1448 ¢émodpovida vibracim CH CHs skupin fizného fivodu. Porovnani FT
Ramanovych spekter KP a VP stejného botanickéhbud(siunénice) vedlo k zagru, Zetfada pas
VP jsou charakteristické pro amorfni fruktosu, hliacukernou slozku nektaris¢derholm et al.,
1999.

Na obrazkw. 2b je vysledek popisné statistické analyzy FTpRkser referetnich vzorki v oblasti
400-2000 cril. Je #etelna vyrazna variabilita spekter, coZ ukazujeazalily v pongru chemickych
slozek. Vyrazné piky v oblasti 1500-1800 tmukazuji na fitomnost karbonylovych (ester
karboxyki, amidi) a nenasycenych sléenin. Dva intenzivni piky kolem 1510-1540 trfamid II) a
1650-1660 ci (amid 1) ukazuji na iftomnost bilkovin. Mé# vyrazny pik kolem 1740 chbyl
piitazenv(C=0) vibraci estér, coz ukazuje naffiomnost tuk. Rada vzork méa IC pass(H,0) kolem
1640 cni. Oblast 1200-1500 cmobsahujetadu nevyraznych pasobzvlast deformanich vibraci
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Obrazek 2 Popisna statisticka analyza spekter refémésh vzorki KP a VP: FT Raman (A), FTIR (B), FT NIR (C) a
Vis (D) (A — soubor 132 vzotkVP neznaméhotpodi, B, C, D — referetni vzorky KP a VP)

CH, NH, OH vazeb, vibrace amid Il bilkovin, rovié@mleformani vibrace sacharidav(COC) estei.
Interpretace jednotlivych page slozita vzhledem k jejich vzajemnémiekryvani. Oblast 900-1200
cm™* obsahuje pasy valénich vibraci CO, CN a CC sachatid bilkovin. P4s 898 cthukazuje na
piitomnost celulosy a pasy 777, 817 a 865" ¢sou typické pro amorfni fruktosu.

Na obrazku¢. 2c je znazorn vysledek popisné statistické analyzy FT NIR spekeferednich
vzorki v oblasti 4000-10000 chm Variabilita spekter KP a VP je vysledkem rozdile sloZeni
organickych latek. FT NIR spektra se skladaji zkébb pd&tu se navzajem ipkryvajicich pas
kombinanich vibraci a overtan jejichz g@itazeni je mnohem obti&8i nez zakladnich vibraci ve
stredni C oblasti. Z tohoto #ivodu interpretace NIR pasde neni uvedena.

Na obrazkw. 2d je vysledek popisné statistické analyzy norznabnych VIS spekter (380—-800 nm)
referegnich vzorki v jednotkach log(1/R). Spektra se vyr&adisi od medianu, coz je apobeno
odliSnym sloZzenim chromoféy mezi které pdt hlavré karotenoidy a flavonoidy. Normalizace VIS
spekter vedla k eliminaci Sedé Skély a ke zvyarjednotlivych odstit.

HCA spekter

Vysledky HCA spekter referénich vzorki KP a OP jsou znazotny na obrazku. 3. Dendrogram
podobnosti Ramanovych spekter (obréze®a) ukazuje na dva shluky)(slune&nice (KP a VP) ak)
fepky olejné (VP). Porovnani Ramanovych spekter rddty Ze pyly svyraznym obsahem
karotenoid tvorili shluk a, piicemz pyly obsahujici flavonoidy gdi shluku b. Prvni shluk se navic
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Obrazek 3 Dendrogramy podobnosti refetaich vzorki KP a VP podle HCA spekter: FT Raman (A), FTIR (BJ,
NIR (C) a Vis (D)

rozSepil na mensi shluky slugeicovych KP a VP. Vzorek VP maku divéhdepn¢ obsahoval
karotenoidy a byl prazen shlukua; ostatni KP a VP p#li shluku b. HCA FTIR spekter vedla k
rozliSeni tech shluk sluné&nicovych KP, slunénicovych arepkovych VP (obrazek. 3b). Podle
patrnych rozdilu FTIR spekter Ize uvazovat, Ze lgbNani je zsobeno rozdilem po¥ru sacharidy:
bilkoviny. VétSina vzork s vyjimkou maku divého (VP) a moruse &an(KP) nepdtla zadnému z
téchto shluk a tim ukazala specifické sloZzeni. HCA FT NIR spekiedla k roz8leni souboru na dva
shluky KP a VP (obrazek. 3c), coz ukazuje na citlivost této spektroskopicketody na ifidavek
nektaru (voda, fruktosa). Na obrazku 3d je znazorn dendrogram PCA normalizovanych VIS
spekter. DoSlo k rozliSenteich shluk KP a VP ze slunmice a VP Zepky olejné, Zadny z ostatnich
vzorka se nedostal do ozéenych shluk v nasledku vyrazné barevné odliSnosti.

PCA spekter

Vysledky PCA Ramanovych spekter celého souboru kizgsou znazorény na rozptylovém
diagramu komponentniho skore (obrazelda). Podle hodnot extrémnkiivek komponentnich z&ti
PC1 a PC2 byl vysilen piispsvek jednotlivych sloZzek. Oblast defortmich vibraci CH a CH
kolem 1440 cnt je nevyrazna, co? znamena zéspsvek alifatickych skupin je nepatrny. Naopak,
charakteristické pésy fenolovych latek a karotemoiou velmi silné. Hodnoty extrém
komponentnich z&fi kolem 1602, 1526, 1156 a 1006 tmposlouZily jako hlavni voditko praftani
vzorki do shluki na zéklad obsali karotenoid a flavonoidi. Body s extremnimi hodnotami PC1 a
PC2 utuji dva trendy variability vzork hlavni trend ukazuje na &$eni obsahu flavonaid- shluk
fepky olejné (narst hodnoty PC1), vedlejsi trend ukazuje n&tni obsahu karotendid- shluk
slunenice (nafist hodnoty PC2). Oblasti zapornych PC1 a PC2 oljisémdy vzorki s nizkym
obsahem jak karotenaidak i flavonoidi. Vzorky ¢. 10, 88, 89, 94, 95 a 100 se dostaly do blizkosti
shluki slun&nicovych pyh coz mize ukazovat na stejny botanickivod.
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Kombinace PC1 a PC3 analyzy FTIR spekter refgrimh vzorki (obradzeké. 4b) vedla k rozliSeni
trech shluk KP a VP ze slunmmice a VP ztepky olejné, ficemz &tSi shluky vSech KP a OP byly
také oddlené od sebe. Jeden vzorek OP stniwe ukézal vyraznou odchylku coZ by mohlo byt
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Obrazek 4 Grafy komponentniho skére podle PCA spekter: FT &a(), FTIR (B), 2. derivace FT NIR (C) a Vis
(D) (A, C, D —rozSkeny soubor, B - referéni vzorky KP a VP)

zpasobeno odlisSnym sloZzenim. Podobny vysledéekarkombinace PC1 a PC2 analyzy FT NIR spekter
celého souboru vzotk(obrazelke. 4c).

Vysledek PCA Vis spekter roZz8hého souboru vzoikje znazordn na grafu komponentniho skore
PC2 versus PC1 (obrazek4d). Je vidt umistni shluku a jednotlivych vzotk které ¢mto shlukim
nepati. Jsou rozprogeny po jednotlivych kvadrantech v zavislosti nacfejzbarveni. Vzorky. 10,

88, 89, 94, 95 a 100 se dostali do oblasti odstiang&nicovych pyli coz koreluje s vysledkem PCA
FT Ramanovych spekter.

Stanoveni barvy

Na obrazkw. 5a,b je vidt barevné rozéleni referetinich vzorki KP a VP. Na grafu odstin{a’,b’}
(obrazeke. 5a) se od sebe vyrazndclily shluky sluné€nice (KP a VP) &epky olejné (VP), ostatni
vzorky se umistily dle jejich barevnosti¢téina pyh se nachézi ¥erveno-Zlutém kvadrantu, pouze
VP ze svazenky ¥erveno-modrém kvadrantu. Osa ftopisuje jas natttenych barev (obrazek 5b).
Vzorky se rozdlily na swtlé, stedni a tmavé podél osy jasu. Barevné & rozsteného souboru
KP a VP je znazokmo na obrazkg. 5¢c. Vzorkyc¢. 88, 89, 94, 95 a 100 sedmlostaly do blizkosti
slune&nicovych VP.
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Obrazek 5 Barevné diagramy vzoikKP a VP: grafy odstin(A, C) a osa jasu (B) (A, B — referem vzorky, C —
rozSieny soubor)

ZAVER

Vibra¢ni spektroskopické metody jsou citlivé na rozdilghemickém sloZeni vzoik S jejich pomoci
byla prokazanaiftomnost bilkovin, sacharid tuki a barviv ve vzorcich kKtovych a obnozkovych
véelich pyli. Pomoci HCA a PCA vibeaich spekter se poti rozdlit soubor vzork do shluki dle
rozdilu v jejich slozeni. Jednotlivé metody se ggaliSili svou citlivosti na pitomnost a porr
slozek pyh. Difuzre reflektaréni VIS spektrometrie bylaginna @i rozcleni vzorka pyli na zaklad
jejich barvy. Na zaklad HCA/PCA Vis spekter a diagram barevnosti Ize &tizdzorky pyhi podle
jejich botanického slozeni, protoze pyly odliSngii@odu obsahujitzny pon&r barviv — karotenoiil
a flavonoidi. Dale gitomnost nektaru acelich vymeéska ovliviiovala viem barviv, coz vedlo k
roz&kleni shluki KP a VP stejného druhu (sluméce). Kombinace spektroskopickych metod a
multivariaéni analyzy je tinna pro tidéni a hodnoceni kvality obnozkovych fiykcoz ma vyznam pro
vyuziti téchto produkit zentdélstvi a elasstvi.
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