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ABSTRACT

The aim of this work was morphologic and spectroscopic analysis of bee pollen samples originated from sunflower
(Helianthus annuus L.). Difference in composition of monofloral sunflower bee pollen in comparison with original flower
pollen was detected by FTIR, FT NIR and Raman spectra. Difference in colour was determined by diffuse reflectance VIS
spectroscopy and by calculation of colour parameters. Obtained results confirmed that vibration spectroscopic methods are
sensitive to sample composition. Fructose detected by FTIR and Raman in bee pollen samples is originated from sunflower
nectar. Raman and Vis spectra confirmed the presence of specific carotenoids reflecting botanical origin of the raw flower
pollen. Well resolved clusters of flower pollen and bee pollen samples were evident from the CIE L"a’b” colour diagram.
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UVOD

Slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L. — rod
Helianthus, ¢eled’ Asteraceae) patii mezi nejvyznamnéjsi
olejniny. V soucasnosti se péstuje po celém svéte.
Nejveétsi svétové péstovatele jsou  Ruska federace,
Ukrajina, Argentina a Francie. Slunecnicové soukvéti
poskytuje nejen nektar ale rovnéz dostatecné mnozstvi
kvétového pylu. Vear et al. (1990) pfi studiu hybrida
urcili primérny pocet pylovych zrn z jednoho soukvéti v
rozsahu 26 387 — 42 087 pylovych zrn.Vzhledem k tomu
ze opylovani kvétd zabezpeCuji veely, je 1 vhodnym
zdrojem v¢eliho obnozkového pylu (Seiler, 1997).
Obnozkovy (vceli) pyl se sklada ze smési kvétového
pylu s nektarem a véelimi vymésky (Qian et al., 2008;
Almeida-Muradian et al., 2005; Silva et al., 2006).
Tento  vcelaisky produkt je zdrojem volnych
aminokyselin a bilkovin, tukti a mastnych kyselin,
jednoduchych  cukri a  polysacharidt,  fady
antioxidacnich latek, zejména kyseliny askorbové,
karotenoida a flavonoidt (Qian et al., 2008; Almeida-
Muradian et al., 2005; Gonzalez-Martin 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).

Vibraéni spektroskopické metody jsou bézné pouzivané
ke strukturni analyze biologického materialu, nevyzaduji
zvlastni pripravu vzorkt a vylucuji faktory vedouci ke
zkresleni vysledkti (chemickd a termalni degradace,
vymizeni slozek béhem piipravy a extrakce a pod.).
FTIR a Ramanova spektroskopie poskytuji informace o
chemickém slozeni kvétovych pyli a je uzitecna pii
jejich strukturni analyze a identifikaci (lvleva et al.,
2005; Gottardini et al., 2007; Pappas et al., 2003).
Slunec¢nicovy kvétovy pyl ma vyrazné Zzluto-oranzové
zbarveni diky pfitomnosti karotenoidt. Tyto latky maji
biologicky vyznam, zejména antioxidacni aktivitu.
Karotenoidy z rtznych zdroji maji cerveno-zluté,
oranzové az Cervené zbarveni. Barvu pylové hmoty lze
stanovit na zaklad€ reflektan¢nich spekter ve viditelné
oblasti  (obvykle 380 - 770 nm). Reflexni

spektrofotometry slouzi k rutinnimu méfeni barvy a
poskytuji vysledky blizké vizudlnimu vjemu. Pfi reflexnim
meéfeni se zjistuje pomér odrazeného monochromatického
svétla ke svétlu dopadajicimu; nasledujicim krokem je
transformace naméfenych spekter do systému barevnosti
CIELab".

Tato prace je v€novana analyze souborll kvétovych a
obnozkovych véelich pylt ze slune¢nice ro¢ni (Helianthus
annuus L.) pomoci vibrac¢nich spektroskopickych metod a
spektroskopického stanoveni barvy.

Obrazek 1 Variabilita tvaru a zbarveni vybranych
v€elich pylovych obnoZek slunecnice rocni
(Helianthus annuus L.) znazornéna pomoci
plnoautomatické makrolupy Zeiss Discovery V12.
Foto: Alexej Oravec © 2009

MATERIAL A METODY

Vzorky kvétového (KP) a obnozkového véeliho (VP) pylu
ze sluneénice roéni (Helianthus annuus L.) byly ziskané z
ruznych lokalit Slovenské republiky.

Morfometrickd analyza vcelich pylovych obnozek byla
provedena na 6 vybranych hybridech. V pokusech byly
pouzity 94 — 100 ndhodné vybranych obnozek z kazdého
hybrida. Hmotnost obnozek (mg) byla urena pomoci
analytickych vah. Vyska (mm), Sirka (mm) a plocha
obnozek (mm?) byly naméfeny pomoci automatické
makrolupy Zeiss Discovery V12 s digitalnich obrazovych
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Obrazek 2 SEM obrazy (zvétseni 78x, 321%, 1410% a 4250x) vceli pylové obnoZky a jednotlivych pylovych zrn

sluneénice ro¢ni (Helianthus annuus L.)

zaznaml obnozek a pouzitim softwaru pro obrazovou
analyzu — Zeiss AxioVision 4.7.1 (modul Automatic
Measurement). Pravost pylovych zrn na obnozkach byla
urcena pomoci elektronového mikroskopu ZEISS EVO
LS 15.

FTIR spektra vzorkli pylt byla zméfena na FT-IR
spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) v
KBr tabletd v rozsahu vlno&td 400 — 4000 cm™ (stéedni
IC oblast — MIR) a 400 — 4000 cm™ (blizka IC oblast —
NIR) s rozlifenim 2 cm™; pocet skenti byl 64 (MIR) a
100 (NIR).

Meéteni FT Ramanovych spekter v rozsahu 150 — 4000
cm™ bylo provedeno pomoci FT Raman spektrometru
Equinox 55/S (Bruker, USA) vybavenym kfemennym
délicem svétla a Ge detektorem chlazenym tekutym N2.
Byl pouzit Nd:YAG laser emitujici zateni pii A = 1064
nm a vykonem 250 mW. Pro kazdy vzorek bylo pouzito
pramérné spektrum z 1054 sken zméteny ve sklenéné
lahvicce pii 25°C s rozlienim 4.0 cm™.

Difazné reflektancni Vis spektra (% R) byla naméfena na
UV-Vis spectrofotometru UV4 (UNICAM, Velka
Britanie), nastavec Labsphere pro méfeni reflexnich
spekter. Rozsah méteni 380 — 800 nm, §itka $térbiny 4

nm, rychlost skenovani 240 nm'min’, datovy interval 2 nm,
pocet skend 10.

Vsechna spektra byla exportovana do tabulkového formatu
pro dal$i zpracovani pomoci softwarti Origin 6.0 (Microcal
Origin, USA) a Excel 2003 (Microsoft, USA). Spektra byla
vyhlazena pomoci FFT filtru, 5-10 bodd; Vis spektra byla
pfevedena do jednotek log(1/R). Spektra v jednotkach
absorbance nebo log(1/R) byla normalizovana podél osy Y v
rozsahu 0 az 1.

Sety upravenych spekter v tabulkovém formatu byla
exportovana do softwaru Statistica 9.0 (Statsoft, USA), kde
byly vypocéteny hodnoty popisné statistiky a provedena
vicerozmérova statisticka analyza.

VYSLEDKY A DISKUZE

Na obrazku ¢. 1 jsou ziejmé rozdily ve tvaru a zbarveni
jednotlivych véelich pylovych obnozek. V tabulce €. 1 jsou
uvedeny vysledky statistické analyzy jejich plochy, Sitky a
vysky. Koeficient variability v (%) se urcil stfedni stupen
variability znaku pro plochu a stfedni az vysoky stupeil
variability znaku pro Sitku a vySku. Vysledky potvrzuji
vyznamnou variabilitu téchto parametrti nejen mezi druhy,
ale rovné€z v ramci druhti. Na obrazku €. 2 je vidét jak jsou
pylova zrna uspotdddna v obnozce a zndzornéna jejich
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Obrazek 3 Ramanova spektra vzorki kvétového a véeliho pylu ze sluneénici roéni (Helianthus annuus L.)

morfologie. Je zfetelna smés pylovych zrn sluneénice
roéni stmelena nektarem a véelimi vymésky. Na obrazku
jsou zobrazené shluky pylovych zrn a detail jednoho
pylového zrna. Na zakladé morfologickych znakt
slune¢nicového pylu lze urcovat stupen homogenity
vcelich pylovych obnozek.

FT Ramanova spektra slune¢nicového KP a VP v
rozsahu 250 — 1800 cm™ jsou uvedena na obrazku ¢&. 3.
Nejintensivnéji Ramanovy pasy odpovidaji skeletovym
vibracim aromatickych a alifatickych slozek pyli. Pasy
kolem 1655 a 1602 cm™ mohou byt prispdvkem v(C=0)
bilkovin a v(C=C) polyfenoli. Piky pii 1005, 1156 a
1526 cm™ odpovidaji vibracim C-CHs, CC a C=C vazeb
B-karotent (Schulz et al., 2005). Prvni pik ma navic
vyrazny prispévek vibrace Phe kruhu bilkovin
(Ancenbacher a Strauch, 1979). Pas 1443 cm™
odpovida vibracim CH,;, CHj; skupin rtzné¢ho ptvodu.
Porovnani Ramanovych spekter KP a VP ze slunecnice
vedlo k zavéru, ze fada pasi VP kolem 1454, 1263,
1075, 916, 868, 821, 707, 630, 519 a 421 cm™ jsou
charakteristické pro amorfni fruktosu, hlavni cukernou
slozku nektaru (Soderholm et al., 1999).

Na obrazku ¢ 4 jsou zobrazena FTIR spektra
slune¢nicového KP a VP v rozsahu 400-4000 cm™. Rada

pasti pii 2925, 2854, 1464 a 721 cm™ (vibrace CH, skupin)
a dal3i pas kolem 1741 cm™ (valenéni vibrace C=0 estert1)
potvrzuji pfitomnost tuki (Guillén a Cabo, 1997). Dva
intenzivni pasy kolem 1547 cm™ (amid Il) a 1660 cm™
(amid 1) jsou diikazem bilkovin (Barth, 2007). Oblast 1200
1500 cm™ obsahuje fadu pasii, obzvlasté deformagnich
vibraci CH, NH, OH vazeb, vibrace amid III bilkovin,
rovinné deformac¢ni vibrace sacharidi a v(COC) ester.
Interpretace jednotlivych pasu je slozita vzhledem k jejich
vzajemnému piekryvani. Oblast 900-1200 cm™ obsahuje
pasy valenénich vibraci CO, CN a CC sacharidu, bilkovin a
tukd. Pasy KP kolem 899 a 835 cm™ ukazuje na ptitomnost
celulosy a pektinu, slozek bunécnych stén pylového zrna.
Pasy VP pti 781, 818, 870, 1059 a 1151 cm™ jsou typické
pro amorfni fruktosu, kterd pochazi z kvétového nektaru
(Ibrahim et al., 2006).

Na obrazku €. 5 jsou znazornény FT NIR spektra KP a VP
slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) v oblasti 4000—
10000 cm™. Prifazeni NIR péasti je uvedeno na tomto
obrazku. Je ziejmé, Ze pasy tuki a bilkovin jsou vyraznéjsi v
piipadé KP a pasy vody a cukrii v piipadé VP (Robert a
Cadet, 1998; Workman a Jerome, 1996; Weyer, 1985;
Sadi¢ a Ozaki, 2000), coz koreluje s vysledkem FTIR a
Ramanovych spekter.
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Obrazek 4 FTIR spektra vzorki kvétového (KP) a véeliho (VP) pylu ze sluneénici roéni (Helianthus annuus L.)

Na obrazku €. 6 je vysledek méteni Vis spekter (380-800
nm) KP a VP slune¢nice roéni (Helianthus annuus L.) v
jednotkach log(1/R) po normalizaci. Spektra se vyrazné
lisi v oblasti 525 — 650 nm, coZ je zpusobeno vlivem
vody a cukrti. Normalizace Vis spekter vedla k eliminaci
Sedé skaly a ke zvyraznéni jednotlivych odstini. Na
obrazku ¢. 7 je vidét barevné rozdéleni vzorkd
slune¢nicovych KP a VP. Na grafu odstind {a b’}
(obrazek €. 7 vlevo) se od sebe vyrazné oddélily dva
shluky (KP a VP) podle jejich barevnosti. Slune¢nicové
pylt se nachazi v Cerveno-zlutém kvadrantu, oblast
7luto-oranzovych odstini. Osa L° popisuje jas
naméfenych barev (obrazek ¢. 7 vpravo). Vzorky se
rozdélily podél osy jasu na 2 shluky svétlejsich KP a
tmavsich VP.

ZAVER

Vibraéni spektroskopické metody (FT-IR, FT Raman a
FT-NIR) jsou citlivé na rozdily v chemickém sloZeni
vzorki. S jejich pomoci byla prokazana pfitomnost
bilkovin, sacharidd, tuki a barviv ve vzorcich kvétovych
a obnozkovych vcelich pyli ze slunecnice. Diflizné
reflektan¢ni VIS spektrometrie byla €inna pfi rozdéleni
vzorkll na zaklad¢€ jejich zbarveni. Déle vliv nektaru a
vcelich vymeéskii na vjem barviv (karotenoidil) vedl k
rozdéleni shlukli slune¢nicovych KP a VP na zikladé
analyzy Ramanovych a Vis spekter a pfi porovnani
parametri CIEL"a’b’.
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Obrazek 5 FT NIR spektra vzorkii kvétového a véeliho pylu ze sluneénici roéni (Helianthus annuus L.)
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