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SUMMARY

The aim of the study was to examine activity of propolis extracts
against moulds. There were six strains of moulds examined in the
study: Aspergillus niger, Penicillium pinophilum, Trichoderma
virens, Aspergillus versicolor, Paecilomyces variotii and Chaeto-
mium globosum. The antifungal test was performed by methods
of serial dilutions on fluid media — Sabouraud Broth. The MIC
and MFC of the selected propolis extracts were determined in
relation to A. niger in the preliminary research. A. niger and the
other five moulds species were used in the second step of study,
where the acetone and ethanolic extracts were already selected.
The acetone extract showed the highest antifungal activity. Other
propolis extracts showed lower activity against examined moulds.
1t has been proved that propolis extracts are potential antifungal
substances for eco-friendly wood protection.
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Wprowadzenie

Propolis jako substancja pochodzenia naturalnego
ze wzgledu na swoje liczne korzystne wtasciwosci
znajduje szerokie zastosowanie w réznych dziedzi-
nach przemystu. Jest on sktadnikiem suplementéw
diety, kosmetykéw i zdrowej zywnosci (1). Ponadto
doniesienia piSmiennictwa wskazuja na mozliwosci za-
stosowania propolisu w optoelektronice oraz ochronie
drewna (2, 3). Takie liczne zastosowanie i popularno§¢
tego surowca wynika z faktu, iz jego ekstrakty wyka-
zuja aktywnoS$¢ biologiczna, m.in. wlasciwoSci prze-

ciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwutleniajace,
przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe (1, 4, 5).
AktywnoS¢ przeciwgrzybicza propolisu jest jedna
z najczedciej badanych wlasciwosci tego produktu.
Ekstrakty propolisowe wykazuja zdolnos¢ hamowa-
nia wzrostu grzybéw powodujacych choroby skory
u ludzi czy choroby ro§lin. Doniesienia piSmiennictwa
wskazuja réwniez na mozliwoSci wykorzystania eks-
traktow propolisu w ochronie drewna przed korozja
biologiczna (2, 6-8). Wykazano aktywnos$¢ ekstraktow
propolisowych wobec takich gatunkéw grzybow, jak
Candida albicans, Trichophyton cutaneum, Alternaria
alternata, Trichoderma reesei, Penicillium italicum oraz
Gloeophyllum trabeum (1, 2, 6-8).

Mimo ze wlasciwosci przeciwgrzybicze propolisu sg
jednymi z najczeSciej opisywanych wiasciwosci biolo-
gicznych tego surowca, dotycza one zazwyczaj grzybow
powodujacych stany chorobowe u ludzi, jak np. droz-
dzoidalne grzyby z rodzaju Candida spp., znacznie
mniej jest doniesien wykazujacych aktywnoS$¢ propolisu
wobec gatunkéw grzybow wystepujacych na owocach,
ro§linach czy drewnie. Niewiele jest réwniez dostgpnych
danych piSmiennictwa na temat aktywnosci ekstraktow
propolisu wobec gatunkéw grzybow plesniowych za-
stosowanych w niniejszej pracy. Doniesienia naukowe
wykazuja, ze ekstrakty propolisu hamuja rozwdj grzyba
A. niger (13, 14) oraz innych gatunkéw z tego rodza-
ju (13, 15). Ponadto z licznych prac wynika, ze propolis
skutecznie zapobiega rozwojowi grzybow plesniowych
z rodzaju Penicillium spp. (6, 15) oraz Trichoderma
spp- (7). Doniesienia piSmiennictwa wskazuja réwniez
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na fakt, ze grzyby pleSniowe wykazuja znacznie wicksza
oporno$¢ wobec aktywnych sktadnikéw propolisu niz
np. bakterie Gram-dodatnie (8, 15).

Do okre§lania wtaSciwosci przeciwgrzybiczych pro-
polisu stosowane sa ekstrakty uzyskane przy wykorzy-
staniu takich rozpuszczalnikéw, jak alkohol metylowy,
chlorek metylenu, octan etylu, alkohol etylowy, alko-
hol n-butylowy oraz aceton. Stwierdzono, ze w zalez-
nosci od zastosowanego do ekstrakcji rozpuszczalnika,
zdolno$¢ hamowania rozwoju badanych drobnoustro-
jow przez ekstrakty propolisowe jest rézna (6, 9-11).
Jednakze w wigkszoSci przypadkow prace te dotycza
ekstrakcji wieloetapowych, gdzie z jednej porcji su-
rowca pozyskiwane sg kolejne frakcje wykorzystywane
do badan. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki
oznaczania aktywnoSci ekstraktéw propolisu uzyska-
nych w wyniku jednoetapowej ekstrakcji surowca.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie dziatania ekstraktow
propolisu otrzymanych w wyniku ekstrakcji surowca
réznymi rozpuszczalnikami wobec wybranych gatun-
kow grzybow plesniowych.

Materiaty i metody
Ekstrakty propolisu

W pierwszym etapie badan wykorzystano 10 roz-
nych ekstraktow propolisu. Otrzymano je na drodze
ekstrakcji 10 g surowca za pomoca 100 ml rozpusz-
czalnika (1:10, m/v). Do ekstrakcji zastosowano na-
stepujace rozpuszczalniki: heksan, chloroform, octan
etylu, chlorek metylenu, alkohol n-butylowy, wode
dejonizowana, 96% alkohol etylowy, 70% alkohol ety-
lowy, alkohol metylowy i aceton (6, 9-11). Ekstrakcje
prowadzono przez 5 dni z wykorzystaniem wytrzasarki,
bez dostepu Swiatta, w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie ekstrakty saczono i zageszczano do su-
chej masy pod zmniejszonym ciSnieniem. Nastepnie
sucha pozostatos¢ rozpuszczano w dimetylosulfotlen-
ku (DMSO), w stezeniu 100 mg/ml.

W drugim etapie wykorzystano ekstrakty propolisu
uzyskane za pomoca acetonu oraz 70 i 96% alkoholu
etylowego (1:10, m/v). Sposdb otrzymywania opisano
powyzej. Nastepnie ekstrakty rozpuszczano w 70% al-
koholu etylowym w stezeniu 100 mg/ml.

Grzyby plesniowe stosowane w badaniach

W badaniach wykorzystano 6 szczepow wzorco-
wych grzybéw pleSniowych: Aspergillus niger Tie-
ghem (ATCC 6275), Aspergillus versicolor, Penicillium
pinophilum Thom (CMI 114933), Paecilomyces vario-
tii Bainire (ATCC 9645), Trichoderma virens Miller

iin. (ATCC 9645) oraz Chaetomium globosum Kun-
ze: Fries (ATCC 6205). Szczepy przechowywano na
pozywkach stalych Sabouraud Agar (Sigma-Aldrich)
w temperaturze 4-6°C, przeszczepiajac je raz w mie-
sigcu na $wieze podloze agarowe, w celu zachowania
czystoSci hodowli.

Okreslenie wlasciwosci przeciwgrzybiczej

Z roztworow wyjsciowych ekstraktow propolisowych
w DMSO (100 mg/ml) przygotowano rozcienczenia
w ptynnym podtozu Sabouraud Dextrose Broth (Sig-
ma-Aldrich) w granicach 0,5-10 mg/ml. Nastepnie do
kazdego rozcienczenia ekstraktu propolisu w podto-
7u o objetosci 1 ml dodawano po 0,1 ml zawiesiny
badanego szczepu A. niger. Zawiesing odpowiednio
rozcienczano w tym samym podtozu ptynnym co eks-
trakty propolisu. Liczba dodawanych strzepek miescita
sie w zakresie 10*-10° w 1 ml. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 28°C przez okres 7 dni. Po tym czasie
okreSlano najmniejsze stezenia ekstraktow propo-
lisu hamujace rozw6j badanego szczepu MIC (ang.
Minimal Inhibitory Concentration) oraz minimalne
stezenia grzybobdjcze MFC (ang. Minimal Fungicidal
Concentration).

Podobnie postepowano z roztworami wyjSciowymi
ekstraktow propolisowych w 70% alkoholu etylowym.
Do kazdego rozcieficzenia tych ekstraktow dodawa-
no odpowiednio rozcieficzone zawiesiny wszystkich
6 badanych szczepdw grzybow plesniowych. Jako sub-
stancje referencyjna zastosowano przeciwgrzybiczy,
syntetyczny zwiazek chemiczny: 4,5-dichloro-2-oktylo-
-2H-izotiazol-3-on.

Wyniki i ich oméwienie

W tabeli 1 przedstawiono wydajnos$¢ ekstrakeji
sktadnikéw propolisu z wykorzystaniem wybranych
do badan rozpuszczalnikow. Najwieksza wydajnos¢
ekstrakcji uzyskano stosujac jako rozpuszczalnik
chloroform oraz n-butanol, najmniejsza wydajnoScia
natomiast odznaczat si¢ ekstrakt wodny. Wydajno$é
ekstrakcyjng w procentach wagowych obliczono we-
dlug wzoru przedstawionego przez Mereste (12):

Bx100%

A = % wagowy procesu ekstrakeji
A — masa propolisu uzyta do ekstrakcji,
B — masa suchego ekstraktu po zageszczeniu.

Tabela 1 przedstawia charakterystyke ekstraktow
propolisu pod wzgledem ich dzialania hamujacego
rozwoj szczepu testowego Aspergillus niger (MIC)
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Tabela 1. Wydajnos¢ ekstrakcji sktadnikdw propolisu z wykorzystaniem réznych rozpuszczalnikow oraz charakterystyka

ich oddzialywania na szczep A. niger.

Rozpuszcaainik Wydainod¢ ekstrakeii e e
Heksan 12,2 7,5 7,5
Chloroform 93,1 2 5
Octan etylu 69,8 2,5 5
Chlorek metylenu 62,7 5 5
Alkohol n-butylowy 87,0 5 7,5
Woda dejonizowana 1,8 5 5
Alkohol etylowy 96% 66,4 5 7,5
Alkohol metylowy 56,8 5 5
Alkohol etylowy 70% 56,1 5 7,5
Aceton 68,5 1 1

oraz dziatania grzybobdjczego (MFC). Na podsta-
wie przeprowadzonych badafn mozna stwierdzi¢, ze
najwickszg aktywno$¢ przeciwgrzybicza wykazywat
ekstrakt acetonowy. WartoSci MIC i MFC wyniosty
w obydwu przypadkach 1 mg/ml. Nieco nizsza aktyw-
nos¢ przeciwgrzybicza wykazat ekstrakt sporzadzony
przy uzyciu chloroformu i octanu etylu. Wartosci MIC
i MFC dla tych ekstraktow wyniosly odpowiednio
215 oraz 2,5 i 5 mg/ml. Pozostate ekstrakty wyka-
zywaly zblizona aktywnoS¢ przeciwgrzybicza wobec
A. niger, dla ktérych, poza ekstraktem heksanowym,
MIC wynosito 5 mg/ml. Wszystkie badane ekstrakty
wykazywaly taka sama lub wyzsza aktywnoS$¢ przeciw-
grzybicza w poréwnaniu do etanolowego ekstraktu

propolisu opisanego w pracy przegladowej autorstwa
Kedzi i wsp. (8).

Na podstawie przedstawionych badafn wstepnych
do dalszych testow wytypowano ekstrakt acetonowy
i ekstrakty etanolowe (uzyskane w wyniku ekstrakcji
70 i 96% alkoholem etylowym). Wyboru dokonano
w oparciu o uzyskane wyniki dotyczace aktywnoSci
biologicznej (aceton) oraz uwzgledniajac aspekt eko-
logiczny i ekonomiczny (alkohol etylowy).

W tabeli 2 przedstawiono wyniki badania aktyw-
noSci przeciwgrzybiczej ekstraktéw propolisowych
wobec wybranych gatunkéw grzybow plesniowych.
Najbardziej podatny na dziatanie wszystkich badanych
ekstraktow byt szczep C. globosum, dla ktérego MIC

Tabela 2. Charakterystyka wytypowanych ekstraktéw propolisu pod wzgledem dzialania hamujacego rozwdj grzybow

testowych oraz dziatania grzybobdjczego.

Ekstrakty propolisowe 4,5- di(_:hlo . 0-2-oktylo-
Szczepy testowe Aceton Alkohol etylowy 70% Alkohol etylowy 96% -2H-izotiazol-3-on
grzybow
plesniowych MIC MFC MIC MFC MiC MFC MIC MFC
[mg/mi]

A. niger 7,5 10,0 75 10,0 75 10,0 0,75 1,0
A. versicolor 7,5 7,5 7,5 10,0 7,5 7,5 0,75 1,0
C. globosum 0,75 2,0 2,0 5,0 1,0 1,5 0,5 0,75
P, variotii 2,0 5,0 5,0 5,0 75 7,5 0,75 1,0
P pinophilum 7,5 7,5 5,0 7,5 5,0 7,5 0,75 1,0
T virens 5,0 5,0 5,0 7,5 5,0 75 1,0 1,0
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wynosito od 0,75 mg/ml dla ekstraktu uzyskanego w wy-
niku ekstrakcji acetonem do 2,0 mg/ml dla ekstraktu
propolisowego uzyskanego za pomoca 70% alkoholu
etylowego (MFC w zakresie 1,5-5,0 mg/ml). A. niger
1 A. versicolor wykazywaly najwigkszg opornos¢ wobec
analizowanych ekstraktow propolisu (MIC>7,5 mg/ml).
Wartosci MIC i MFC dla badanych ekstraktéw byly
znacznie wyzsze niz dla 4,5-dichloro-2-oktylo-2H-
-izotiazol-3-on.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwier-
dzi¢, Ze nie ma znacznych réznic w aktywnosci prze-
ciwgrzybiczej ekstraktow etanolowych (uzyskanych
w wyniku ekstrakcji alkoholem etylowym 70 i 96%)
wobec badanych gatunkéw grzybdow, co jest zgodne
z wynikami uzyskanymi przez Mavri i wsp. (15). Au-
torzy stwierdzili, ze ekstrakty propolisu otrzymane
w wyniku ekstrakcji alkoholem etylowym 70 i 96%
wykazuja taka sama aktywno$¢ wobec badanych
szczepOw bakterii i grzybow (15). Réwniez Mere-
sta (12) stwierdzit, ze przy uzyciu roztworéw alko-
holu etylowego w stezeniu od 70 do 96% otrzymuje
si¢ ekstrakty propolisu o identycznej aktywnoSci
przeciwbakteryjnej. Autor nie wspomina jednak,
czy podobna zalezno$¢ otrzymat on takze w odnie-
sieniu do grzybéw. Natomiast Kacaniova i wsp. (13)
w swoich badaniach wykazali, ze ekstrakt propolisu
uzyskany w wyniku ekstrakcji alkoholem etylowym
70% wykazywat wyzsza aktywnoS¢ przeciwgrzybicza
i przeciwbakteryjna, niz ekstrakt uzyskany za pomoca
alkoholu etylowego 96%.

Na podstawie przedstawionych w pracy wynikow
badan mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ przeciwgrzy-
bicza ekstraktow propolisu jest rézna w zaleznoSci od
zastosowanego do ekstrakcji rozpuszczalnika. Najlep-
sza aktywnoScia przeciwgrzybicza wobec badanych
szczepOw grzybow pleSniowych charakteryzowat sie
ekstrakt acetonowy. Wyniki przeprowadzonych badan
pokazuja réwniez, ze aktywnoS$¢ przeciwgrzybicza
ekstraktow propolisu uzyskanych z zastosowaniem
alkoholu etylowego 70 i 96% jest bardzo zblizona.

Warto wiedzieé, ze gatunki grzybow plesniowych
wykorzystane w badaniach sa gatunkami rozwijajacymi
si¢ na owocach, roslinach uprawnych oraz elemen-
tach wykonanych z drewna. Dlatego uzyskane wyniki
aktywnosSci przeciwgrzybiczej wszystkich badanych
ekstraktow propolisowych wskazuja na ich potencjalng
mozliwo§¢ wykorzystania w nietoksycznych i bezpiecz-
nych dla Srodowiska preparatach impregnacyjnych,
zabezpieczajacych drewno (np. opakowania majace
kontakt z zywnoScig) przed szkodliwym dziataniem
grzybow plesniowych powodujacych jego rozktad.

Podjeta tematyka badan wychodzi naprzeciw obec-
nym trendom poszukiwah bezbiocydowych, przyja-

znych dla §rodowiska preparatow impregnacyjnych,
opartych na substancjach pochodzenia naturalnego.
Ponadto jest konsekwencja licznych ograniczen w sto-
sowaniu substancji biologicznie czynnych w §rodkach
ochrony drewna wprowadzonych przez Unie Euro-
pejska (m.in. Dyrektywy: 1998/8/WE, 2004/42/WE)
oraz rozporzadzenia krajowe. Nalezy podkresli¢, ze
w wielu przypadkach produkty naturalne charakte-
ryzuja si¢ mniejsza aktywnoScia przeciwgrzybicza niz
syntetyczne zwigzki chemiczne, natomiast ich zaleta
jest niska toksyczno$¢ dla ludzi i Srodowiska.

Wnhioski

1. Sposréd 10 badanych ekstraktéw propolisu, naj-
wicksza zdolno$S¢ hamowania rozwoju grzybéw
ple$niowych wykazat ekstrakt acetonowy.

2. AktywnoS¢ przeciwgrzybicza etanolowych ekstrak-
tow propolisu (70 i 96%) jest bardzo zblizona.

3. Powyzsze badania wskazuja na potencjalne za-
stosowanie ekstraktéw propolisu jako sktadnikow
nietoksycznych i przyjaznych dla Srodowiska im-
pregnatéw ochronnych do drewna.

Badania zostaly wspotfinansowane ze srodkow z do-
tacji na prowadzenie badarn naukowych lub prac rozwo-
jowych stuzgqcych rozwojowi mtodych naukowcéw oraz
uczestnikow studiow doktoranckich na Wydziale Tech-
nologii Drewna (nr zadania badawczego: 507.472.40)
oraz ze srodkow funduszy norweskich, w ramach pro-
gramu Polsko-Norweska Wspolpraca Badawcza reali-
zowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
(umowa nr Pol-Nor/203119/32).
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