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SUMMARY

Bee-gathered pollen is one of the most completely nourishing
foods as it contains nearly all nutrients required by humans.
Pollens are rich in proteins, free amino acids, carbohydrates,
fatty acids, vitamins, including C, B-complex and folic acid,
also flavonoids, phenolic acids, carotenoids and minerals. These
active components, mainly antioxidants, are responsible for anti-
inflammatory effect, help strengthen blood vessels and act to
normalize cholesterol levels in the blood. Bee pollen is a mixture
of granules of different color. The aim of this study was to assess
the composition and antioxidant activity of fractions of the bee
pollen separated by color. Five fractions and whole pollen were
extracted with water solutions of ethanol (65%) and acetone
(55%, 60%). The content of total phenolic compounds, fla-
vonoids, carotenoids, and also antioxidant activity by the DPPH
free radical scavenging method were determined. All obtained
results appeared to be closely related with color of pollen, and
also with kind of solvent used for extraction. Highest values of
the total contents of phenolic compounds and total flavonoids
were obtained for black-violet (I) and yellow (IIl) fractions:
polyphenols (65% EtOH):29,68 = 0,11 and 23,87 = 0,53 mg of
GAE/g respectively, flavonoids (60% Ac): 6,25 (= 0,42), 6,65 (=
0,31) mg of catechin/g respectively. For these two fractions also
highest radical scavenging activities were observed. Otherwise,
for fraction II (orange) with the smallest antioxidant activity, the
highest amount of carotenoids were found.
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Wstep

Produkty pszczele, takie jak midd, mleczko pszcze-
le, propolis, pytek pszczeli, od wielu lat stosowane sa
zarOwno w celach profilaktycznych, jak i terapeutycz-
nych. Wtasciwosci lecznicze tych produktéw byly zna-
ne juz w starozytnoSci. Egipcjanie stosowali propolis
do balsamowania zwtok, a Hipokrates uwazal miod
za cudowny lek. Stosowany byt on do leczenia trudno
gojacych sie ran oraz chorob watroby.

Pszczeli pytek kwiatowy (obndze pszczele) jest
cennym produktem pochodzenia pszczelego. Czesto

nazywany jest cudowna odzywka, gdyz zawiera wiele
waznych dla zZycia i zdrowia cztowieka substancji
odzywczych. Podstawowymi sktadnikami pytku sa
weglowodany, btonnik, biatko oraz lipidy wystepujace
w réznych proporcjach. Procentowa zawarto$¢ tych
zwiazkoéw zalezy gtéwnie od pochodzenia gatunkowe-
go, ale takze od pochodzenia geograficznego, warun-
koéw klimatycznych oraz rodzaju gleby, a wiec pytek
kwiatowy moze znacznie rézni¢ si¢ pod wzgledem
wartosci odzywczych. Wedlug danych piSmiennictwa
weglowodany wystepuja w ilosci okoto 13-55%, bton-
nik 0,3-20%, biatko 10-40%, a lipidy w ilosci 1-10%.
W mniejszych iloSciach wystepuja takie sktadniki, jak:
witaminy, biopierwiastki, karotenoidy oraz zwiazki
fenolowe, sterole i terpeny (1). Zawarto$¢ weglo-
wodanéw, najwiekszej grupy sktadnikéw w pytku
pszczelim, moze znacznie wahac si¢ w zaleznoSci od
gatunku rosliny, a takze od warunkéw geograficznych
i miejsca pochodzenia. Sa to gléwnie cukry reduku-
jace: fruktoza — ok. 25%, glukoza — 15%, maltoza
ok. 2%; oraz dodatkowo cukry nieredukujace — sa-
charoza ok. 4% (2, 3).

Aminokwasy endogenne organizm ludzki jest w sta-
nie sam wytworzy¢, natomiast aminokwasy egzogenne
musza by¢ dostarczone do organizmu wraz z pozy-
wieniem. Pylek jest bogaty zaréwno w aminokwasy
endogenne, jak i egzogenne (4). Dlatego moze by¢
wykorzystywany do terapii wspomagajacych leczenie
chordb wycieficzajacych organizm, jak anoreksja, czy
nowotwory.

W pylku kwiatowym obecne sg réwniez kwasy thusz-
czowe, zarOwno nasycone, jak i nienasycone. Wsrod
nasyconych kwasow ttuszczowych w najwiekszych
iloSciach wystepuja kwasy: kaprynowy, palmitynowy,
laurynowy oraz arachidowy. Z kwaséw nienasyconych
mozna wyr6zni¢: linolowy (5-25%), a-linolenowy
(25-55%) 1 kwas oleinowy. Kwasy te tworza tatwo
rozpuszczalne kompleksy z cholesterolem i w zwigzku
z tym przyczyniaja sie do obnizZenia jego stezenia we
krwi, zapobiegajac tym samym powstawaniu miaz-
dzycy (1).
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W omawianym produkcie dominuja witaminy z gru-
py B, witamina C (do 300 mg w 100 g pytku), prowi-
tamina A (do 200 mg w 100 g pytku) i witamina E
(40-320 mg w 100 g pytku) (5).

Pytek kwiatowy bogaty jest w zwiazki polifenolowe,
gtéwnie flawonoidy i kwasy fenolowe (6-8). Zawar-
tos¢ flawonoidéw waha si¢ w granicach 0,2-2,5%.
Wartos$ci te moga znacznie rézni¢ si¢ w zaleznoSci
od pochodzenia pyltku. Zwiazki te wystepuja gtéwnie
w potaczeniu z czasteczkami cukréw, w formie gliko-
zydowej. NajczeSciej wystepujacymi zwigzkami z tej
grupy sa pochodne kemferolu, apigeniny, luteoliny
oraz kwercetyny. W postaci aglikonéw wystepuja:
kwercetyna, luteolina i kemferol. W pylku wystepuja
réwniez w niewielkiej iloSci (< 1%): leukoantocyjani-
dyny, pochodne katechiny oraz kwasy fenolowe (kwas
ferulowy, p-kumarowy oraz chlorogenowy) (9).

Dzigki zawartosci flawonoidéw, pytek pszczeli wy-
kazuje dziatanie uszczelniajace i wzmacniajace naczy-
nia krwiono$ne, poprawia krazenie krwi i prace serca.
Ponadto zwiazki polifenolowe cechuja si¢ silnymi
wlaSciwoSciami antyoksydacyjnymi, przez co pytek
zdolny jest do wymiatania wolnych rodnikéw i chroni
organizm przed niekorzystnym wptywem reaktywnych
form tlenu (10). Dzieki temu znalazt zastosowanie
w profilaktyce choroby miazdzycowej (11, 12). Pytek
pszczeli wykazuje takze wtasciwosci przeciwzapal-
ne (8) oraz przeciwobrzekowe (13), dziata ochronnie
na watrobe (14). Stosowany jest réwniez w kosmetolo-
gii do pielegnacji skory w réznych rodzajach kreméw,
tonikach czy balsamach. Wykazuje on wtasciwoSci
odnawiajace, odzywcze oraz opdznia starzenie si¢
organizmu (anti-age). Stosowany jest w szamponach
i odzywkach do wloséw. Dzieki zawartoSci cysteiny
— aminokwasu siarkowego, pobudza wzrost wlosow,
a takze wzmacnia ich strukture (1).

Wtasciwosci odzywceze i terapeutyczne pytku sa
obiektem badan naukowych na calym $wiecie. Bardzo
wazne jest zbadanie poszczegdlnych frakceji pszczelego
pytku kwiatowego, poniewaz rdznia si¢ one miedzy

soba zawartoScia substancji aktywnych i w duzej mierze
odpowiadajg one za r6znego rodzaju oddziatywanie na
organizm czlowieka. Niestety brak jest jakichkolwiek
doniesienl piSmiennictwa na ten temat.

Cel pracy

Celem badan bylo okreslenie sktadu (polifenoli,
flawonoidéw i karotenoidéw) oraz whasciwosci anty-
oksydacyjnych ekstraktéw poszczegdlnych barwnych
frakcji wyodrebnionych z pszczelego pytku kwiatowego
w poréwnaniu z produktem wyjSciowym, takze w za-
leznosci od rozpuszczalnika uzytego do ekstrakcji.

Materialy i metody

Surowcem, ktdry zostat uzyty w badaniu byt pszczeli
pytek kwiatowy, zwany dalej pylkiem kwiatowym,
firmy Apipol z Krakowa. Materiat zostal podzielony
przez firme pod wzgledem barwy na 5 probek (ryc. 1).
Zostaly one ponumerowane od I do V (tab. 1). Préb-
ke VI stanowil pytek kwiatowy bedacy mieszanina
wszystkich koloréw (produkt wyjSciowy). Te sama
numeracj¢ probek zastosowano przy opisie badanych
ekstraktow. Procentowa zawartos¢ poszczegdlnych
frakcji w pylku kwiatowym wyznaczono wagowo.

Tabela 1. Podzial pytku kwiatowego na probki o okreSlonej
barwie oraz procentowa zawarto$¢ poszczegdlnych probek
w produkcie wyjSciowym.

Numer proébki Barwa Zawartosé (%)
| fioletowoczarna 54
Il pomaranczowa 6,3
1 Z6Ha 31,4
I\ brazowa 47,4
\Y zielona 9,5
Vi produkt wyj$ciowy 100

Ryc. 1. Podziat prébek pod wzgledem koloru.
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Ekstrakcje przeprowadzono za pomocg 55% 1 60%
acetonu oraz 65% etanolu, biorac po 2,5 g pylku na
50 ml rozpuszczalnika. Kryterium wyboru stezenia
ekstrahenta byla wysoka zawarto$¢ antyoksydantéw
w wyciagach, na co wskazywaly wyniki wczesniejszych
badan przeprowadzonych dla pytku kwiatowego (15).
Proces ekstrakcji przy uzyciu etanolu przeprowadzono
w temp. 45°C, a przy uzyciu acetonu w temperaturze
pokojowej. Probki pytku wytrzasano z rozpuszczal-
nikiem przez 1 godz., a nastepnie po przesaczeniu,
pozostato§¢ ponownie ekstrahowano. Oba ekstrakty
potaczono ze soba i przechowywano w lodéwce do
dalszych analiz.

Oznaczanie catkowitej zawartosci polifenoli
metodgq Folin-Ciocalteu

Badanie wykonano za pomoca metody Folin-Cio-
calteu (16) przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS
Thermo Scientific Evolution 60S, wyrazajac wynik
w przeliczeniu na kwas galusowy (mg kwasu galusowe-
go/g otrzymanego ekstraktu). Do 20 ul ekstraktu (lub
wzorca) dodano 1,58 ml wody Millipore oraz 100 ul
odczynnika Folin-Ciocalteu, mieszano przez 2 min,
a nastepnie dodano 300 ul 20% roztworu weglanu
sodowego. Probke termostatowano w 40°C przez
20 min. Nastepnie zmierzono absorbancje probki przy
dtugosci fali 765 nm wobec Slepej proby.

Oznaczanie catkowitej zawartosci flawonoidow

Badanie wykonano za pomocg metody opracowanej
przez Kim i wsp. (17) przy uzyciu spektrofotometru
UV-VIS Thermo Scientific Evolution 60S. Do 100 ul
ekstraktu (lub roztworu wzorcowego) dodano 1,4 ml
wody Millipore, 60 ul 5% azotanu sodu oraz 60 ul
10% chlorku glinu. Mieszano przez 2 min, nast¢pnie
termostatowano w 25°C przez 5 min. Po tym czasie
do mieszaniny dodano 0,4 ml 1 mol roztworu wodo-
rotlenku sodu. Zmierzono absorbancje prébki przy
dhugosci fali 510 nm wobec §lepej proby. Zawartosé
flawonoidéw zmierzono na podstawie krzywej wzor-
cowej, stosujac jako wzorzec kateching.

Oznaczanie zawartosci karotenoidow

Oznaczanie karotenoidéw z wprowadzonymi
modyfikacjami, wykonano wedtug metody Ferreira
i wsp. (18). Do 10 ml ekstraktow etanolowych i ace-
tonowych dodano po 6 ml n-heksanu i wytrzasano
w ciemnoSci przez 90 min. Nastepnie probki odstawio-
no na 15 min w celu rozdzielenia faz. Pobrano gorna
warstwe (heksanowa) i zmierzono absorbancje przy
dtugosci fali 450 nm wobec §lepej proby (heksan).
Wryniki zostaly przedstawione jako zawarto$¢ karote-
noidéw (ug) w gramie probki, obliczong ze Sredniego

wspotczynnika absorbancji karotenoidéw (19). Pomiar
wykonywano trzykrotnie dla kazdej probki. Karoteno-
idy oznaczono réwniez bezpoSrednio w pyltku kwia-
towym przy uzyciu mieszaniny acetonu i n-heksanu.
Przygotowano po 1 g frakcji pylku oraz produktu
wyjSciowego, roztartych w mozdzierzu, nastepnie
dodano do nich po 10 ml mieszaniny acetonu i n-hek-
sanu (zmieszanych w stosunku 6:4). Dalsza procedura
i oznaczanie prowadzono jak wyzej.

Oznaczanie zdolnosci wymiatania wolnych rodnikow
z wykorzystaniem testu DPPH

Pomiar wtaSciwoSci przeciwrodnikowych ekstrak-
tow wykonano z uzyciem rodnika DPPH (1,1-d-
ifenylo-2-pikrylohydrazyl) za pomoca spektrometru
EPR MiniScope MS200. Wynik przeliczono na ilo$¢
DPPH (mg) jaka zostala zneutralizowana przez 1 g
pytku kwiatowego

Wyniki i dyskusja

Zawartos¢ zwiqzkow polifenolowych

Oznaczanie catkowitej zawartoSci polifenoli w po-
szczegOlnych frakcjach pytku pszczelego oraz w pro-
dukcie wyjSciowym przeprowadzono dla wszystkich
szeSciu probek w trzech grupach ekstraktow (tab. 2).
Poréwnujac zawarto$¢ polifenoli (ryc. 2) mozna za-
uwazy¢, ze najwicksza zawarto$¢ tych zwigzkéw wy-
kazuje probka I pytku kwiatowego o zabarwieniu
fioletowoczarnym. Najprawdopodobniej probka ta
zawiera najwiecej leukoantocyjanidyn, ktére nada-
ja barwe fioletowoczarna, fioletowa, czy granatowa
owocom i kwiatom, z ktérych te ziarna pytku praw-
dopodobnie pochodza.

Duza zawartoScia polifenoli cechuje si¢ réwniez
probka III pytku kwiatowego o barwie zottej, nato-
miast probka II o barwie pomaraficzowej oraz probka
IV o zabarwieniu brazowym charakteryzowaly sie
stosunkowo niska zawartoScia tych zwigzkow.

Rozpatrujac dobdr rozpuszczalnika, najlepsze
wyniki, dotyczace catkowitej zawartosci polifenoli,
otrzymano dla prébek pytku kwiatowego ekstrahowa-
nych 65% etanolem. Ponadto wartosci dla wszystkich
szeSciu probek sa zblizone, do prébek pytku kwiato-
wego ekstrahowanych 60% acetonem. Najmniejsza
catkowitg zawartos$¢ polifenoli uzyskano dla prébek
pylku kwiatowego ekstrahowanych 55% acetonem.
Prawdopodobnie §wiadczy to o lepszej rozpuszczalnosci
polifenoli w etanolu. Z punktu widzenia zastosowania
pytku kwiatowego ma to ogromne znaczenie, poniewaz
etanol stosowany jest czesto jako rozpuszczalnik w wie-
lu dziedzinach przemystu: migdzy innymi w przemysle
farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym.
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Tabela 2. Zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z pytku kwiatowego.

Zawartos$¢ polifenoli (mg)
Numer probki
Ekstrakty etanolowe 65% Ekstrakty acetonowe 55% Ekstrakty acetonowe 60%
| 29,68 (+ 0,11) 24,40 (= 0,03) 27,98 (= 0,42)
I 12,76 (= 0,49) 9,07 (+ 0,15) 11,38 (+ 0,40)
1 23,87 (+ 0,53) 21,46 (+ 0,14) 21,40 (+ 0,03)
\% 13,68 (= 0,15) 11,00 (= 0,03) 14,85 (= 0,05)
Vv 18,24 (+ 0,0,48) 14,53 (= 0,33) 15,30 (+ 0,06)
VI 18,29 (= 0,11) 14,14 (= 0,06) 16,38 (+ 0,28)
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Ryc. 2. Poréwnanie zawartoSci polifenoli w ekstraktach z pytku kwiatowego.

Zawartosc¢ flawonoidow

Jedna z grup zaliczanych do zwiazkow fenolowych
sa flawonoidy. Oznaczenie ich zawartoSci (tab. 3)
przeprowadzono dla wszystkich probek uzyskanych
w wyniku ekstrakcji trzema rozpuszczalnikami (po-
dobnie jak w przypadku polifenoli).

Catkowita zawartos$¢ flawonoidow w probkach
pytku kwiatowego mieScita si¢ w granicach 2-7 mg/g
probki (tab. 3). Wedtug Pascoala i wsp. (8) zawartosé
tych zwiazkow w pytku kwiatowym waha si¢ od 3,7
do 10,1 mg/g pytku. Najwieksza zawartos¢ flawono-
idow stwierdzono w prébee III pytku kwiatowego
o barwie z6ttej (5,5-6,7 mg/g). Dla prébek I, I11
i IV lepszym ekstrahentem od 65% etanolu okazat
si¢ 60% aceton (ryc. 3). Procentowa zawartos¢ fla-
wonoidow w tym ekstrakcie wynosi 35-38%. Moze
to wskazywac na wiecksza obecno$¢ w tych prébkach
aglikonéw flawonoidowych, ktore wykazuja wicksza
rozpuszczalno$¢ w acetonie niz w etanolu. Mozna
jednak przypuszczad, ze wyniki te sa zanizone, po-

niewaz stosujac metode oznaczenia z AlCl, mozemy
nie zaobserwowac czesci flawonoidow w postaci
glikozydowej, a taka forma jest bardzo powszechna
w produktach naturalnych.

Nalezy dodaé, ze procentowa zawartosS¢ polifenoli
w 1 g prébki oraz w produkcie wyjSciowym waha sie
w granicach 1,3-3%, natomiast zawarto$¢ flawonoidow
miedci si¢ w granicach 0,3-0,6% (ryc. 4). Natomiast
zawarto$c¢ flawonoidow wsréd puli polifenolowej mie-
Sci si¢ w granicach 19-30%.

Zawartos¢ karotenoidow

Stwierdzono, ze najwyzsza zawartoScia karoteno-
idéw niezaleznie od uzytego ekstrahenta, odznacza
si¢ probka II o zabarwieniu pomarafnczowym, na-
tomiast najnizsza zawarto$¢ tych zwiazkéw wykryto
w probee III o barwie zottej. Ze wzgledu na to, ze
uzyskane wartosci byly bardzo mate (w granicach
btedu), oznaczenia powtdrzono przeprowadzajac
ekstrakcje za pomocg mieszaniny heksan-aceton.
Ponownie duza zawarto$¢ karotenoidéow oznaczono
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Tabela 3. Zawarto$¢ flawonoidéw w ekstraktach z pytku kwiatowego.

Zawartos$¢ flawonoidéw (mg)
Numer proébki
Ekstrakty etanolowe 65% Ekstrakty acetonowe 55% Ekstrakty acetonowe 60%
I 5,92 (+ 0,17) 5,62 (+ 0,37) 6,25 (+ 0,42)
I 2,67 (+ 0,12) 1,68 (+ 0,08) 2,27 (+ 0,11)
1] 5,51 (= 0,16) 5,82 (+ 0,26) 6,65 (+ 0,31)
Y 2,93 (+ 0,14) 3,32 (+ 0,10) 3,86 (+ 0,24)
Y% 4,32 (= 0,17) 3,30 (+ 0,16) 3,95 (+ 0,13)
VI 4,38 (= 0,11) 3,38 (x 0,12) 4,04 (+ 0,12)

llos¢ flawonoidow [mg]

Numer prébki

[ Etanol 65% O Aceton 55% Il Aceton 60%

T

Ryc. 3. Poréwnanie zawartosci flawonoidéw w ekstraktach z pytku kwiatowego.
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Ryc. 4. Procentowa zawarto$¢ polifenoli i flawonoidéw w ekstraktach z pytku kwiatowego otrzymanych za pomoca 65% etanolu.

w probee II (1352 ug) (ryc. 5). Natomiast w pozo-

statych probkach zawartos$¢ karotenoidéw wahata si¢

w granicach 6,2-42,4 ug/g. Probka Il charakteryzuje
sie intensywnie pomaranczowym zabarwieniem, zatem
istnieje duze prawdopodobienstwo, iz zawiera znaczne

ilosci B-karotenu.

Wiasciwosci antyoksydacyjne

produktu do neutralizowania rodnika DPPH.

Wiasciwosci antyoksydacyjne pytku kwiatowego
zbadano za pomoca elektronowego rezonansu pa-
ramagnetycznego EPR, oznaczajac zdolno$¢ tego
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Ryc. 5. Zawarto$¢ karotenoidéw w badanych prébkach pytku kwiatowego.

Badania wykazaly, ze r6znice pomiedzy ekstrakta-

mi etanolowymi i acetonowymi uzyskanymi z pytku
kwiatowego byly niewielkie (ryc. 6). Najwicksza ak-
tywnoScia antyoksydacyjna odznaczaly si¢ ekstrakty
otrzymane z prébki 111 o zabarwieniu z6ttym. Praw-
dopodobnie jest to wynik duzego stezenia substancji
o silnych wlasciwoS$ciach antyoksydacyjnych, np. kwer-
cetyny i jej glikozydow. Flawonoidy te charakteryzuja
sie¢ ZOltym zabarwieniem.

Whioski

. Do oznaczania calkowitej zawartosci polifenoli

w probkach pytku kwiatowego najlepszym ekstra-
hentem okazal si¢ 65% etanol. Najwiecej polifenoli
stwierdzono w pytku kwiatowym o zabarwieniu
fioletowoczarnym, co moze wskazywac na obecnos¢
w nim duzej zawartosci antocyjandw.

. Zawarto$§¢ flawonoidow w prébkach pytku kwiato-

wego byta zalezna od zastosowanego ekstrahenta,
a takze od zabarwienia ziaren pytku. Dla probek

pytku kwiatowego o barwie zéltej i brazowej naj-
lepszym ekstrahentem okazat si¢ aceton 60%, co
moze wskazywaé na duza zawarto$¢ w tych prob-
kach flawonoidéw w formie aglikonu, ktore tatwiej
rozpuszczaja si¢ w acetonie niz w etanolu.

3. Najwickszg zawarto$¢ karotenoidéw stwierdzono
w probce pytku kwiatowego o zabarwieniu poma-
raficzowym. Prawdopodobnie w probce tej znajduja
sie znaczne iloSci B-karotenu i jego analogéw, kto-
re cechuja si¢ intensywnie pomaraficzowa barwa.
Do ekstrakcji karotenoidéw z pytku kwiatowego
najlepszym ekstrahentem okazata si¢ mieszanina
heksanu i acetonu.

4. Najwieksza aktywnoS§¢ przeciwutleniajaca wyka-
zywata probka pytku kwiatowego o zabarwieniu
z0ttym. Moze to Swiadczy¢ o duzej roli zwiazkdw
flawonoidowych w tym procesie. Na tej podstawie
przypuszczamy, ze aktywnoS§¢ przeciwutleniajaca
jest zwigzana takze z obecno$cia innych substancji,
ktore eliminuja wolne rodniki.
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Ryc. 6. Poréwnanie ilosci DPPH (mg) zneutralizowanego przez 1 g ekstraktu otrzymanego z pylku kwiatowego za pomoca
roznych ekstrahentow.
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