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SUMMARY

Introduction. Propolis is a resinous material collected by honeybees from the leaf buds of various tree species. Propolis extracts are
characterized by a wide biological activity, and their beneficial properties were already known in ancient times. Currently, propolis
is used in medicinal products, cosmetics, or as a component of the so-called “healthy food”.

Aim. The aim of the study was to determine the effect of propolis extracts storage on the total content of phenolic compounds and
flavonoids, as well as on their antimicrobial activity.

Material and methods. Propolis extracts prepared in two solvents — ethyl alcohol and propylene glycol were used in the research. The
total content of phenolic compounds and flavonoids in the extracts was determined, as well as the antimicrobial activity after obtain-
ing the extracts, after 1 year of storing the extracts, and after the time recommended for consumption given by the manufacturer.
Results. The tested extracts showed similar antibacterial (S. aureus and E. coli) and antifungal (C. albicans) activity, regardless of
the type of solvent used for extraction, as well as the storage time of the extracts. However, the total content of phenolic compounds
and flavonoids slightly decreased during the storage of propolis extracts.

Conclusions. The solvent used to extract propolis does not affect its antimicrobial activity and the content of phenolic compounds
and flavonoids. The storage time of the extracts did not affect their biological activity but only slightly affected the total content of
phenolic compounds and flavonoids.
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STRESZCZENIE

Wistep. Propolis jest zywicznym materiatem zbieranym przez pszczoly miodne z pgczkow lisciowych réznych gatunkow drzew. Ekstrakty
z propolisu charakteryzujq sie szerokq aktywnoscig biologiczng, a jego korzystne wlasciwosci byly znane juz w starozytnosci. Obecnie
propolis stosowany jest w produktach leczniczych, kosmetykach czy jako sktadnik tzw. zdrowej zywnosci.

Cel pracy. Celem pracy bylo okreslenie wplywu przechowywania ekstraktow z propolisu na catkowitq zawartosé zwiqzkow fenolowych
oraz flawonoidow, a takze na ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowq.

Materiat i metody. Do badar wykorzystano ekstrakty z propolisu przygotowane w dwéch rozpuszczalnikach — alkoholu etylowym oraz
glikolu propylenowym. W ekstraktach oznaczono catkowitq zawartos¢ zwiqzkow fenolowych oraz flawonoidow, a takze aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowq bezposrednio po otrzymaniu ekstraktow, po 1 roku ich przechowywania oraz po uplywie czasu zalecanego
na spozycie podanego przez producenta.

Wyniki. Badane ekstrakty wykazywaly zblizong aktywnosS¢ przeciwbakteryjng (S. aureus and E. coli) oraz przeciwgrzybiczq (C.
albicans) bez wzgledu na rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika, a takze czas przechowywania ekstraktow. Natomiast catkowita
zawarto$¢ zwiqzkéw fenolowych oraz flawonoidow nieznacznie zmalata w czasie przechowywania ekstraktéw propolisowych.
Whrioski. Rozpuszczalnik stosowany do ekstrakcji propolisu nie wplywa na jego aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowq oraz zawartosé
zwiqzkow fenolowych i flawonoidow. Czas przechowywania ekstraktow nie wplywat na aktywnosé biologiczng ekstraktow, a jedynie
nieznacznie na catkowitq zawartos¢ zwiqzkow fenolowych i flawonoidow.

Stowa kluczowe: propolis, zwiazki fenolowe, aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
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Wprowadzenie

Propolis, nazywany réwniez kitem pszczelim, jest
naturalnym materialem zbieranym przez pszczoly
miodne (Apis mellifera L.) z paczkéw lisciowych roz-
nych gatunkéw drzew oraz substancji wydzielanych
przez roSliny. W obszarze strefy umiarkowanej glow-
nymi zrédtami do produkcji propolisu sa paczki liScio-
we roéznych gatunkéw topoli (Populus sp.), aw Polsce
uznaje si¢, ze topola czarna (Populus nigra) stano-
wi glowny surowiec wykorzystywany przez pszczoly
do otrzymania kitu pszczelego (1). Wsrdd innych
gatunkow drzew, ktérych paczki liSciowe moga byc
wykorzystane do produkcji propolisu, mozna wymienié
m.in.: deby (Quercus sp.), wiazy (Ulmus sp.), jesiony
(Fraxinus sp.) czy kasztanowiec zwyczajny (Aesculus
hippocastanum) (1-3). Zastosowanie propolisu si¢ga
czasOw starozytnych, gdzie wykorzystywano m.in. jego
dziatanie lecznicze (4). Obecnie ekstrakty z propolisu,
przygotowane z wykorzystaniem rdéznych rozpusz-
czalnikow, stosowane sg jako sktadniki produktéw
leczniczych, gltéwnie: masci, preparatow na przezie-
bienie, tabletek na gardfo, a takze kosmetykéw czy
tzw. zdrowej zywnosci (4-5).

Szerokie mozliwoSci zastosowania propolisu
zwiazane sg z aktywnoScia biologiczna jego ekstrak-
tow. Liczne dane literaturowe wskazuja na dziatanie
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwi-
rusowe czy przeciwnowotworowe (6-9). Ponadto,
ekstrakty z propolisu charakteryzuja si¢ zdolnoScia
zmiatania wolnych rodnikdéw, ktore przyczynia-
ja sie do rozwoju wielu choréb cywilizacyjnych
(10, 11). Wedtug danych literaturowych ekstrakty
z propolisu krajowego nie wykazywaty aktywnoSci
hemolitycznej wzgledem ludzkich erytrocytéw, na-
tomiast charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoScia
cytoochronna przed hemolitycznym dziataniem wol-
nych rodnikéw (10, 12). Aktywno$¢ farmakologiczna
propolisu zwiazana jest z jego sktadem chemicznym
— ogOlnie propolis sktada si¢ z 50% substancji zy-
wicznych, 30% wosku pszczelego, 10% substancji
lotnych, 5% pytku kwiatowego oraz 5% domieszek
réznego pochodzenia (1, 5). NajczeSciej wymie-
niana grupa sktadnikéw propolisu europejskiego
warunkujaca jego korzystne wlasciwosci biologiczne
sg polifenole, w tym gltéwnie: flawonoidy, kwasy
aromatyczne oraz ich estry (1, 2, 13). W polskim
propolisie zidentyfikowano szereg réznych flawo-
noidéw, w tym m.in.: apigening, chryzyne, galan-
gine, naryngening, pinostrobine, pinobanksyne,
pinocembryne, kemferol czy kwercetyne (3, 8, 10).
Propolis pochodzenia krajowego charakteryzuje si¢
réwniez obecnoScia kwasow fenolowych, takich jak:

kawowy, cynamonowy, ferulowy czy kumarowy (8, 9,
14, 15). Dane literaturowe wskazuja, ze krajowy
propolis zawiera rowniez ester fenyloetylowy kwasu
kawowego (CAPE) wykazujacy silne whasciwosci
przeciwnowotworowe (3, 10, 16).

Sktad chemiczny propolisu, a tym samym jego
aktywnoS¢ biologiczna, zalezy od wielu czynnikéw,
wsrdd ktorych nalezy wymienié przede wszystkim
ro§linno§¢ wokot pasieki, a takze czas i metode zbio-
ru propolisu oraz metode i rodzaj rozpuszczalnika
stosowanego do ekstrakcji substancji bioaktywnych
z surowca (1, 3, 17, 18).

Cel pracy

Celem pracy bylo okreslenie wptywu przechowy-
wania ekstraktéw z propolisu na catkowita zawartos¢
zwigzkow fenolowych oraz flawonoiddw, a takze na ich
aktywno$¢ biologiczna.

Materiat i metody
Ekstrakty z propolisu

W badaniach wykorzystano ekstrakty z propo-
lisu o stezeniu 100 mg/ml pochodzace z tej samej
partii surowca przygotowane w dwoch rozpuszczal-
nikach — alkoholu etylowym oraz glikolu propyleno-
wym. Badane ekstrakty pochodzily z gospodarstwa
pasiecznego ,,Pszczela Pasja”. W ekstraktach ozna-
czono catkowitg zawartos¢ zwiazkow fenolowych oraz
flawonoiddw, a takze aktywno$¢ przeciwdrobnoustro-
jowa po otrzymaniu ekstraktow: Swiezo przygotowane
ekstrakty (termin I), po 1 roku przechowywania eks-
traktow (termin II) oraz po uplywie czasu zalecanego
do spozycia podanego przez producenta (termin I1T).
Pomiedzy badaniami ekstrakty byly przechowywane
w ciemnych szklanych buteleczkach w temperaturze
pokojowe;.

Catkowita zawartos¢ zwiqzkow fenolowych

W badanych ekstraktach z propolisu oznaczono
catkowita zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych metoda
Folin-Ciocalteu. Do 0,1 ml kazdego z ekstraktéw
o stezeniu 0,5 mg/ml dodano 0,25 ml odczynni-
ka Folina-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) i po uplywie
3 minut 3 ml 10% roztworu weglanu sodu (Avantor
Performance Materials). Nastepnie, po 40-minutowej
inkubacji roztworéw bez dostepu Swiatla mierzono
ich absorbancje, przy dtugosci fali A = 765 nm, wyko-
rzystujac spektrofotometr UV-VIS Varian Cary 300
Bio. Dla kazdego z badanych ekstraktéw wykonano
trzy powtdrzenia, a wynik wyrazono w przeliczeniu
na kwas galusowy (mg GAeg/ml ekstraktu o stezeniu
100 mg/ml).
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Catkowita zawartos¢ flawonoidow

Catkowita zawartoS$¢ flawonoidow w badanych
ekstraktach z propolisu oznaczono metoda kolory-
metryczna, oparta na zdolnoSci tej grupy zwiazkow
do tworzenia barwnych komplekséw z chlorkiem gli-
nu. Do 0,2 ml ekstraktéw o stezeniu 0,5 mg/ml dodano
2 ml 2% alkoholowego roztworu AICL,, a nastgpnie
badane roztwory inkubowano przez 60 minut bez
dostepu Swiatla w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie mierzono absorbancj¢ roztworéw przy diugo-
Sci fali A = 430 nm, wykorzystujac spektrofotometr
UV-VIS Varian Cary 300 Bio. Dla kazdego z bada-
nych ekstraktéw wykonano trzy powtérzenia, a wynik
wyrazono w przeliczeniu na kwercetyne (mg Qeq/ml
ekstraktu o stezeniu 100 mg/ml).

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

AktywnoS§¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych
ekstraktow z propolisu okreslono wzgledem bak-
terii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus
ATCC 6538 P), bakterii Gram-ujemnych (Escherichia
coli ATCC 8739) oraz grzybéw drozdzoidalnych
(Candida albicans PCM 1409 PZH). Z badanych eks-
traktow przygotowano szereg rozcieficzenn w zakresie
od 0,5 do 100,0 mg/ml. Rozcieficzenia przygotowy-
wano w podtozu plynnym CASO Broth (Merck) lub
agarowym CASO Agar (Merck) w przypadku bakterii
i Sabourauda Agar (Merck) w przypadku grzybow.
Przy ocenie aktywnosci ekstraktéw z propolisu wzgle-
dem bakterii Gram-dodatnich preparaty rozcief-
czano w podiozu ptynnym CASO Broth w stezeniu
100 mg/ml, a nastepnie w podiozu agarowym CASO
Agar w zakresie stezefi 0,5-10,0 mg/ml. W przypadku
bakterii Gram-ujemnych badane preparaty przeno-
szono bezposrednio do podtoza agarowego CASO
Agar w granicach stezef 10,0-100,0 mg/ml. Natomiast
przy oznaczaniu aktywnosci wzgledem grzybéw droz-
dzoidalnych stosowano podobny sposob rozcieficzen
jak dla bakterii Gram-dodatnich, gdzie w pierwszym
etapie wykonano rozcienczenia w podiozu ptynnym

Sabouraud Broth, w drugim — w podltozu agarowym —
Sabouraud Agar w granicach stezen 0,5-10,0 mg/ml.
Nastepnie na powierzchni ptytek agarowych po ich
zestaleniu wykonywano metoda kreskowa posiewy ba-
danych szczepow drobnoustrojow. Hodowle 24-godz.
tych szczepéw rozcienczano w podtozu ptynnym
CASO Broth (bakterie) lub Sabouraud Broth (grzyby)
do uzyskania gestosci 105 CFU w 1 ml. Po 24 godz.
inkubacji plytek agarowych w temp. 37°C okre§lano
najmniejsze stezenie hamujace wzrost wybranych
drobnoustrojow (ang. minimal inhibitory concentra-
tion — MIC) badanych ekstraktéw z propolisu.
Wyniki i ich omdwienie

W pierwszym etapie badan okreSlono aktywnos$¢
analizowanych ekstraktow z propolisu wzgledem
bakterii S. aureus i E. coli, a takze wobec grzyba
drozdzoidalnego — C. albicans. Wyniki aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej ekstraktéw z propolisu,
przygotowanych z wykorzystaniem dwoéch réznych
rozpuszczalnikéw (alkohol etylowy oraz glikol propy-
lenowy), przedstawione w tabeli 1, wskazuja, ze oba
ekstrakty charakteryzowaly sie zblizona aktywnosScia.

Badane esktrakty wykazywaly najsilniejsza zdolno$¢
hamowania wzrostu szczepu standardowego S. au-
reus (MIC w zakresie 1,5-2,0 mg/ml) oraz szczepu
grzyba drozdzoidalnego C. albicans (MIC w zakresie
1,5-2,5 mg/ml). Z kolei, przedstawiciel bakterii Gram-
ujemnych — E. coli — charakteryzowat si¢ wyzsza opor-
noscia na dziatanie analizowanych ekstraktow z pro-
polisu (MIC w zakresie 70,0-100,0 mg/mg). Aktywnos¢
obu ekstraktow wzgledem S. aureus i C. albicans
nieznacznie ulegta zmianie w czasie przechowywania
ekstraktéw z propolisu. Aktywno$¢ obu ekstraktow
wobec analizowanych szczepéw drobnoustrojow ozna-
czona po okresie przydatnoSci do spozycia podanym
przez producenta, byta zblizona do aktywnoSci w po-
zostalych dwdch terminach — mieszczacych sie w czasie
przydatnoSci produktu do spozycia. Nieznaczne roz-
nice w warto$ci MIC odnotowano dla obu ekstratow
z propolisu, ktorych aktywno$¢ oceniano w trzech

Tab. 1. AktywnoS¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza ekstraktéw z propolisu

Ekstrakt z propolisu
Rozpuszczalnik - alkohol etylowy Rozpuszczalnik - glikol propylenowy
Badany szczep
MIC (mg/ml)
| termin* Il termin 11l termin | termin* Il termin 11l termin
S. aureus 2,0 1,5 1,5 2,0 2,0 1,5
E. coli 100,0 100,0 90,0 100,0 70,0 70,0
C. albicans 25 25 1,5 25 1,5 1,5

* dane pochodza z pracy WozZniak i wsp. 2021 (19)
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analizowanych terminach przechowywania wzgledem
szczepu E. coli. W przypadku ekstraktu, gdzie jako
rozpuszczalnik wykorzystano glikol propylenowy,
warto§¢ MIC oznaczona w ekstrakcie po roku od
momentu przygotowania ekstraktu (termin II) oraz
po okresie przydatnosci do spozycia (termin III) byla
wyzsza (MIC = 70,0 mg/ml) niz w przypadku badan
aktywnosci ekstraktu w I terminie (MIC = 100,0 mg/
ml), co wskazuje na nieznacznie wyzszg aktywno$¢
wzgledem E. coli ekstraktow z 11 i III terminu. Dane
literaturowe wskazuja, ze ekstrakty z propolisu, bez
wzgledu na rodzaj rozpuszczalnika zastosowanego
do ekstrakcji surowca, wykazywaly aktywnoS¢ wobec
réznych szczepow drobnoustrojéw, w tym m.in. bakte-
rii (S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter clo-
acae, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Streptococcus
mutans) i grzybow (C. albicans, Penicillium funiculo-
sum, Aspergillus niger) (6-10, 20). Wyniki badaf opu-
blikowane przez Ramanauskien i wsp. (21) wykazaly,
ze ekstrakt z litewskiego propolisu przygotowany
w glikolu propylenowym charakteryzowat si¢ aktyw-
noScia wzgledem réznych szczep6w bakterii (S. aureus,
K. pneumoniae, E. coli, P aeruginosa, Enterococcus
feacalis, Proteus mirabilis, Bacillus cereus i Bacillus
subtilis) oraz grzyba drozdzoidalnego C. albicans.

W drugim etapie badan oceniano, czy czas prze-
chowywania badanych ekstraktéw z propolisu wptywa
na catkowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (TPC)
oraz flawonoidéw (TFC), a otrzymane wyniki przed-
stawiono odpowiednio na rycinach 1 i 2.

Wyniki analizy catkowitej zawartoSci zwiazkéw
fenolowych oraz flawonoidéw w badanych ekstrak-
tach wykazaly, ze ekstrakty z propolisu bez wzgle-
du na zastosowany rozpuszczalnik charakteryzowaty
sie zblizona zawartoScia analizowanych zwiazkéw.

1 termin

20

Calkowita zawarto$¢ zwiazkow fenolowych
[mg GAeg/ml]
S N = = - ]

(=]

11 termin 111 termin I termin 11 termin 1 termin

rozpuszezalnik — alkohol etylowy rozpuszezalnik — glikol propylenowy

Ryc. 1. Catkowita zawartos$¢ zwiazkéw fenolowych w ekstrak-
tach z propolisu

*dane dotyczace TPC ekstraktéw z [ terminu pochodza z pracy
Wozniak i wsp. 2021 (19)

Ponadto, w czasie przechowywania badanych eks-
traktéw catkowita zawartos$¢ fenoli ulegta niewiel-
kiemu zmniejszeniu, zaréwno dla ekstraktu alkoho-
lowego (I termin — 18,59 mg GAeq/ml, III termin —
16,73 mg GAeg/ml) — co stanowilo spadek o 10%, jak
i bezalkoholowego (I termin — 18,16 mg GAeq/ml,
III termin — 16,58 mg GAeq/ml) — co stanowito spadek
0 8,7%. Podobnie, nieznaczne zmniejszenie catkowitej
zawartoSci flawonoidéw odnotowano dla obu bada-
nych ekstraktéw, gdzie dla ekstraktu alkoholowego
wynosito ono ok. 10% (I termin — 7,27 mg Qeq/ml,
III termin — 6,57 mg Qeq/ml), a dla ekstraktu bez-
alkoholowego — 8,5% (I termin - 6,57 mg Qeq/ml,
III termin — 6,01 mg Qeq/ml), poréwnujac zawar-
tos¢ zwiazkoéw w ekstrakcie po jego przygotowaniu
(termin I) oraz po okresie przydatnosci do spozycia
podanym przez producenta (III termin).

Wyniki badaf otrzymane przez Ramanauskien
iwsp. (21) wykazaly, ze catkowita zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w ekstraktach propolisowych przygoto-
wanych w r6znych rozpuszczalnikach byta zalezna od
rodzaju zastosowanego ekstrahenta, a takze stezenia
ekstraktu. Ekstrakt surowca w alkoholu etylowym
wykazywal catkowita zawartos¢ fenoli w stezeniu 5%
na poziomie 175,6 mg ekwiwalentu kwasu ferulowe-
go (FAE)/g, a w stezeniu 10% - 115,4 mg FAE/g.
Natomiast, ekstrakt propolisowy przygotowany w gli-
kolu propylenowym wykazywat zawarto$¢ zwiazkdw
fenolowych w zakresie od 118,6 (stezenie ekstraktu
wynoszace 5%) do 171,4 mg FAE/g (st¢zenie eks-
traktu 10%) (21). Z kolei badania opisane przez
Galeotti i wsp. (22) wskazuja, ze ekstrakty propolisu
przygotowane w 80% alkoholu etylowym i glikolu

propylenowym wykazywaty podobny profil fenolowy,
jednak ekstrakt w glikolu charakteryzowat sie wyzsza

8
7
6
5
2
1
0

II termin

[mg Qeq/ml]
F S

Calkowita zawartosé¢ flawonoidow
")

I termin [T termin I1I termin I termin I termin

rozpuszezalnik — alkohol etylowy rozpuszezalnik — glikol propylenowy

Ryc. 2. Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw w ekstraktach z pro-
polisu

*dane dotyczace TPC ekstraktéw z I terminu pochodza z pracy
Wozniak i wsp. 2021 (19)
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catkowita zawartoScig zwiazkow fenolowych (81,2%)
w poréwnaniu z ekstraktem propolisowym w alkoholu
etylowym (69,7%).

Wnhioski

Badane ekstrakty z propolisu wykazywaly wysoka
aktywnos¢ wzgledem S. aureus oraz C. albicans, ktéra
byla niezalezna od rodzaju zastosowanego rozpusz-
czalnika oraz czasu przechowywania ekstraktow.

Analiza catkowitej zawartoSci zwiazkdéw fenolowych
oraz flawonoidéw wykazata, ze ich catkowite stezenie
zmniejsza si¢ nieznacznie w obu ekstraktach w czasie
ich przechowywania.
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