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ÚVOD 
Slunečnice roční (Helianthus annuus L. – rod 

Helianthus, čeleď Asteraceae) patří mezi nejvýznamnější 

olejniny. V současnosti se pěstuje po celém světe. 

Největší světové pěstovatele jsou  Ruská federace, 

Ukrajina, Argentina a Francie. Slunečnicové soukvětí 

poskytuje nejen nektar ale rovněž dostatečné množství 

květového pylu. Vear et al. (1990) při studiu hybridů 

určili průměrný počet pylových zrn z jednoho soukvětí v 

rozsahu 26 387 – 42 087 pylových zrn.Vzhledem k tomu 

že opylováni květů zabezpečuji včely, je i vhodným 

zdrojem včelího obnožkového pylu (Seiler, 1997). 

Obnožkový (včelí) pyl se skládá ze směsi květového 

pylu s nektarem a včelími výměšky (Qian et al., 2008; 

Almeida-Muradian et al., 2005; Silva et al., 2006). 

Tento včelařský produkt je zdrojem 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). 

Vibrační spektroskopické metody jsou běžně používané 

ke strukturní analýze 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.). 

FTIR a Ramanova spektroskopie poskytují informace o 

chemickém složení květových pylů a je užitečná při 

jejich strukturní analýze a identifikaci (Ivleva et al., 

2005; Gottardini et al., 2007; Pappas et al., 2003). 

Slunečnicový květový pyl má výrazné žluto-oranžové 

zbarvení díky přítomnosti karotenoidů. Tyto látky mají 

biologický význam, zejména antioxidační aktivitu. 

Karotenoidy z různých zdrojů mají červeno-žluté, 

oranžové až červené zbarvení. Barvu pylové hmoty lze 

stanovit na základě reflektančních spekter ve viditelné 

oblasti (obvykle 380 – 770 nm). 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 
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Tato práce je věnovaná analýze souborů květových a 

obnožkových včelích pylů ze slunečnice roční  (Helianthus 

annuus L.) pomocí vibračních spektroskopických metod a 

spektroskopického stanovení barvy. 

 

 
 

MATERIÁL A METODY  
Vzorky květového (KP) a obnožkového včelího (VP) pylu 

ze slunečnice roční (Helianthus annuus L.) byly získané z 

různých lokalit Slovenské republiky. 

Morfometrická analýza včelích pylových obnožek byla 

provedena na 6 vybraných hybridech.  V pokusech byly 

použity 94 – 100 náhodně vybraných obnožek z každého 

hybrida. Hmotnost obnožek (mg) byla určena  pomoci 

analytických vah. Výška (mm), šírka (mm) a plocha 

obnožek (mm
2
) byly naměřeny pomoci automatické 

makrolupy Zeiss Discovery V12 s digitálních obrazových 
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Obrázek 1 Variabilita tvaru a zbarvení vybraných 

včelích pylových obnožek slunečnice roční 

(Helianthus annuus L.) znázorněna pomocí 

plnoautomatické makrolupy Zeiss Discovery V12. 

Foto: Alexej Oravec © 2009 
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záznamů obnožek a použitím  softwaru pro obrazovou 

analýzu – Zeiss AxioVision 4.7.1 (modul Automatic 

Measurement). Pravost pylových zrn na obnožkách byla 

určena pomoci  elektronového mikroskopu ZEISS EVO 

LS 15. 

FTIR spektra vzorků pylů byla změřena na FT-IR 

spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) v 

KBr tabletě v rozsahu vlnočtů 400 – 4000 cm
-1

 (střední 

IČ oblast – MIR) a 400 – 4000 cm
-1

 (blízká IČ oblast – 

NIR) s rozlišením 2 cm
-1

; počet skenů byl 64 (MIR) a 

100 (NIR). 

Měření FT Ramanovych spekter v rozsahu 150 – 4000 

cm
-1

 bylo provedeno pomocí FT Raman 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

. 

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 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 

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 byla 

exportována do softwaru Statistica 9.0 (Statsoft, USA), kde 

byly vypočteny hodnoty popisné statistiky a provedena 

vícerozměrová statistická analýza. 

 

VÝSLEDKY A DISKUZE 
Na obrázku č. 1 jsou zřejmé rozdíly ve tvaru a zbarvení 

jednotlivých včelích pylových obnožek. V tabulce č. 1 jsou 

uvedeny výsledky statistické analýzy jejich plochy, šířky a 

výšky. Koeficient variability v (%) se určil střední stupeň 

variability znaku pro plochu a střední až vysoký stupeň 

variability znaku pro šířku a výšku. Výsledky potvrzují 

významnou variabilitu těchto parametrů nejen mezi druhy, 

ale rovněž v rámci druhů. Na obrázku č. 2 je vidět jak jsou 

pylová zrna uspořádána v obnožce a znázorněna jejích 

 

Obrázek 2 SEM obrazy (zvětšeni 78×, 321×, 1410× a 4250×) včelí pylové obnožky a jednotlivých pylových zrn 

slunečnice roční (Helianthus annuus L.) 
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morfologie. Je zřetelná směs pylových zrn slunečnice 

roční stmelená nektarem a včelími výměšky. Na obrázku 

jsou zobrazené shluky pylových zrn a detail jednoho 

pylového zrna. Na základě morfologických znaků 

slunečnicového pylu lze určovat stupeň homogenity 

včelích pylových obnožek. 

FT Ramanova spektra slunečnicového KP a VP v 

rozsahu 250 – 1800 cm
-1

 jsou uvedena na obrázku č. 3. 

Nejintensivněji Ramanovy pásy odpovídají skeletovým 

vibracím aromatických a alifatických složek pylů. Pásy 

kolem 1655 a 1602 cm
-1

 mohou být příspěvkem ν(C=O) 

bílkovin a 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 

(Ancenbacher a Strauch, 1979). Pás 1443 cm
-1

 

odpovídá vibracím CH2, CH3 skupin různého původu. 

Porovnaní Ramanovych spekter KP a VP ze slunečnice 

vedlo k závěru, že řada pásů VP kolem 1454, 1263, 

1075, 916, 868, 821, 707, 630, 519 a 421 cm
-1

 jsou 

charakteristické pro amorfní fruktosu, hlavní cukernou 

složku nektaru (Soderholm et al., 1999). 

Na obrázku č. 4 jsou zobrazena FTIR spektra 

slunečnicového KP a VP v rozsahu 400–4000 cm
-1

. Řada 

pásů  při 2925, 2854, 1464 a 721 cm
-1

 (vibrace CH2 skupin) 

a další pás kolem 1741 cm
-1

 (valenční vibrace C=O esterů) 

potvrzují přítomnost tuků (Guillén a Cabo, 1997). Dva 

intenzivní pásy kolem 1547 cm
-1

 (amid II) a 1660 cm
-1

  

(amid I) jsou důkazem bílkovin (Barth, 2007). Oblast 1200–

1500 cm
-1

 obsahuje řadu pásů, obzvláště deformačních 

vibrací 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, bílkovin a 

tuků. Pásy KP kolem 899 a 835 cm
-1

 ukazuje na přítomnost 

celulosy a pektinu, složek buněčných stěn pylového zrna. 

Pásy VP při 781, 818, 870, 1059 a 1151 cm
-1

 jsou typické 

pro amorfní fruktosu, která pochází z květového nektaru 

(Ibrahim et al., 2006). 

Na obrázku č. 5 jsou znázorněny FT NIR spektra KP a VP 

slunečnice roční  (Helianthus annuus L.) v oblasti 4000–

10000 cm
-1

. Přiřazení NIR pásů je uvedeno na tomto 

obrázku. Je zřejmě, že pásy tuků a bílkovin jsou výraznější v 

případě KP a pásy vody a cukrů v případě VP (Robert a 

Cadet, 1998; Workman a Jerome, 1996; Weyer, 1985; 

Šašić a Ozaki, 2000), což koreluje s výsledkem FTIR a 

Ramanovych spekter. 
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Obrázek 3 Ramanova spektra vzorků květového a včelího pylu ze slunečnici roční  (Helianthus annuus L.) 
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Na obrázku č. 6 je výsledek měřeni Vis spekter (380–800 

nm) KP a VP slunečnice roční  (Helianthus annuus L.) v  

jednotkách log(1/R) po normalizaci. Spektra se výrazně 

liší v oblasti 525 – 650 nm, což je způsobeno vlivem 

vody a cukrů. Normalizace Vis spekter vedla k eliminaci 

šedé škály a ke zvýraznění jednotlivých odstínů. Na 

obrázku č. 7 je vidět barevné rozdělení vzorků 

slunečnicových KP a VP. Na grafu odstínů {a
*
,b

*
} 

(obrázek č. 7 vlevo) se od sebe výrazně oddělily dva 

shluky (KP a VP) podle jejich barevnosti. Slunečnicové 

pylů se nachází v červeno-žlutém kvadrantu, oblast 

žluto-oranžových odstínů. Osa L
*
 popisuje jas 

naměřených barev (obrázek č. 7 vpravo). Vzorky se 

rozdělily podél osy jasu na 2 shluky světlejších KP a 

tmavších VP.  

 

ZÁVĚR 
Vibrační spektroskopické metody (FT-IR, FT Raman a 

FT-NIR) 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 ze slunečnice. Difúzně 

reflektanční VIS spektrometrie byla účinná při rozdělení 

vzorků na základě jejich zbarvení. Dále vliv nektaru a 

včelích výměšků na vjem barviv (karotenoidů) vedl k 

rozdělení shluků slunečnicových KP a VP na základě 

analýzy Ramanovych a Vis spekter a při porovnáni 

parametrů CIE L
*
a

*
b

*
.  
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Obrázek 5 FT NIR spektra vzorků květového a včelího pylu ze slunečnici roční  (Helianthus annuus L.) 
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Obrázek 6 Difúzně reflektanční Vis spektra vzorků 

květového pylu (KP) a včelího pylu (VP) slunečnice 

roční  (Helianthus annuus L.) 
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Obrázek 7 Barevný diagram vzorků květového a 

včelího pylu slunečnice roční  (Helianthus annuus L.) 
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