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SUMMARY

Introduction. Herbal bee products, including honey, propolis and pollen, are wide applied in various branches of industry due to
their natural origin and biological activities. Bee products exhibit e.g. antioxidant, antibacterial and antifungal activity. In addition,
honey, propolis and pollen characterize diverse and complex chemical composition.

Aim. The aim of the study was to determine antioxidant and antibacterial activity of honey, propolis and pollen from the Sowie
Mountains.

Material and methods. In the study, honey, propolis and pollen collected from an apiary located in the Sowie Mountains were used.
The tested bee products were extracted with ethanol, and the obtained extracts from bee products were used to determine their anti-
oxidant and antibacterial activity. The antioxidant potential of bee products were evaluated applying DPPH- free radical scavenging
activity assay. The antimicrobial activity of the tested bee products was determined by the point-diffusion method against 13 strains
of pathogenic and potentially pathogenic bacteria. In addition, the total content of phenolic compounds in the tested bee products
was determined by the Folin-Ciocalteu method.

Results. Among the tested bee products, propolis exhibited the highest antioxidant activity. The antiradical activity of propolis was equal to
96% approx. activity of Trolox, the standard antioxidant used in this study. Propolis had the highest total phenol content. All bee products
showed antagonistic activity against all tested bacterial strains, however, propolis was characterized by the highest antibacterial activity.
Conclusions. The obtained results indicate that among the tested bee products (honey, propolis and pollen), the highest antioxidant
and antibacterial activity showed propolis. The high biological activity of propolis is associated with the high content of phenolic
compounds.
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STRESZCZENIE

Wistep. Roslinne produkty pszczele, do ktorych zaliczajq sie: midd, propolis oraz pylek kwiatowy, ze wzgledu na naturalne pocho-
dzenie oraz korzystne wlasciwosci biologiczne sq szeroko stosowane w roznych gateziach przemystu. Produkty te wykazujg m.in.
aktywnos¢ przeciwutleniajgcq, przeciwbakteryjng oraz przeciwgrzybiczq. Ponadto miéd, propolis oraz pytek kwiatowy charakteryzujg
sie zroznicowanym i ztozonym sktadem chemicznym.

*“*Praca byla wspoifinansowana ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu badawczego Nr 2019/03/X/NZ9/01800.
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Cel pracy. Celem pracy bylo okreslenie aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz przeciwbakteryjnej miodu, propolisu i pytku kwiatowego
pochodzqcych z obszaru Gor Sowich.

Materiat i metody. W badaniach wykorzystano miéd, propolis oraz pytek kwiatowy, zebrane z pasieki zlokalizowanej na terenie Gor
Sowich. Badane produkty pszczele poddano ekstrakcji alkoholem etylowym, a otrzymane ekstrakty wykorzystano do okreslenia
ich aktywnosci przeciwutleniajgcej i przeciwbakteryjnej. Potencjat przeciwutleniajgcy produktow oceniano, okreslajgc ich zdolnos¢
do zmiatania kationorodnika DPPH-. Aktywnos¢ przeciwbakteryjng badanych produktow pszczelich oznaczano metodq punkto-
wo-dyfuzyjng wobec 13 szczepow bakterii chorobotwdrczych i potencjalnie chorobotworczych. Ponadto, w badanych produktach
pszcezelich oznaczano catkowitq zawartosé zwiqzkow fenolowych metodq Folin-Ciocalteu.

Wyniki. Sposréd badanych produktow pszczelich propolis wykazywat najwyzszq aktywnosé przeciwutleniajgcq. Aktywnosé przeciw-
rodnikowa propolisu odpowiadata okoto 96% aktywnosci Troloksu, standardowego Srodka przeciwutleniajgcego. Propolis cha-
rakteryzowat sie takze najwyzszq catkowitq zawartoscig zwigzkow fenolowych. Produkty te hamowaly wzrost wszystkich badanych
szczepow bakteril, jednak najwyzszq aktywnosciq przeciwbakteryjng charakteryzowat sie propolis.

Whrioski. Uzyskane rezultaty wykazaly, ze sposrod badanych produktéw pszczelich (miéd, propolis, pytek kwiatowy) najwyzszq ak-
tywnoscig przeciwutleniajqcq i przeciwbakteryjng charakteryzowat sie propolis. Wysokq aktywnosé biologiczng propolisu warunkuje

duza zawartos¢ zwigzkow fenolowych.

Stowa kluczowe: propolis, miod, pylek kwiatowy, wtasciwosci przeciwutleniajace, aktywnoS¢ przeciwbakteryjna

Wprowadzenie

Produkty pszczele, ze wzgledu na swoje naturalne
pochodzenie oraz wtasciwosci biologiczne, sa szeroko
stosowane w roznych gateziach przemystu, gléwnie
w przemyS$le farmaceutycznym, spozywczym i kosme-
tycznym (1-3).

Midd jest najlepiej poznanym i powszechnie stoso-
wanym produktem pszczelim pochodzenia roslinnego.
Jest on wytwarzany przez pszczoly miodne z nektaru
kwiatowego lub spadzi. Sktad chemiczny miodu jest
bardzo zrdznicowany, a jego gtéwnymi sktadnikami
sa weglowodany, sposrdd ktorych glukoza i fruktoza
wystepuja w najwyzszych stezaniach (1, 4). Ponadto,
miod zawiera zwiazki fenolowe, m.in. kwercetyne,
apigenine, galangine, kemferol, pinocembryne, chry-
zyne, kwas kawowy, kumarowy i ferulowy, a takze
ich estry (1, 4-6). W réznych gatunkach miodow zo-
stata takze stwierdzona obecnos$¢ enzymdw, witamin,
mikro- i makroelementéw, lipidow i zwiazkéw lot-
nych (1, 7, 8).

Kolejnym produktem pszczelim o szerokim zasto-
sowaniu jest propolis — zywiczny material o ztozonym
sktadzie chemicznym. Wsrdd sktadnikéw propolisu
pochodzacego z réznych obszaréw geograficznych
najczedciej wymieniane sa zwiazki fenolowe, ktore
charakteryzuja si¢ aktywnoScia biologiczna, w tym
m.in. aktywnoScia przeciwutleniajaca. W prébkach
propolisu polskiego zidentyfikowano takie zwiazki
fenolowe, jak: apigenina, naryngenina, kemferol,
pinostrobina, kwas kawowy, kwas ferulowy czy kwas
cynamonowy (9, 10). W sklad propolisu wchodza takze
zwiazki lotne, witaminy, biopierwiastki i weglowoda-
ny (11-13). Do grupy produktéw pszczelich stosowa-
nych w przemysSle farmaceutycznym i kosmetycznym
nalezy pytek kwiatowy, ktory takze jest zr6znicowanym

produktem roslinnym. Pytek kwiatowy zawiera weglo-
wodany, bialka, lipidy, zwiazki fenolowe, witaminy,
a takze biopierwiastki (14, 15).

Szerokie zastosowanie produktéw pszczelich jest
zwigzane z ich aktywnoscig biologiczna. Midd, pro-
polis oraz pytek kwiatowy wykazuja m.in. aktywno§¢
przeciwutleniajaca oraz zdolno$¢ hamowania rozwoju
wielu chorobotworczych gatunkow bakterii i grzybow.
Ponadto, miéd oraz propolis charakteryzuje aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowa, przeciwwirusowa oraz
przeciwzapalna (1-3, 6, 15).

Cel pracy

Celem pracy bylo okreSlenie aktywnosSci przeciw-
utleniajacej oraz przeciwbakteryjnej miodu, propolisu
i pytku kwiatowego, pochodzacych z obszaru Gor
Sowich.

Materiat i metody

Ekstrakcja propolisu

W badaniach wykorzystano miod, propolis oraz
pytek kwiatowy, ktére pochodzily z pasieki zlokali-
zowanej na obszarze Gor Sowich. Badane produkty
pszczele zostaly poddane ekstrakcji alkoholem etylo-
wym (Avantor Performance Materials), w stosunku
1:10 (m/v). Proces ekstrakcji prowadzono przez 24 go-
dziny w temperaturze pokojowej, z wykorzystaniem
wytrzasarki (Biosan). Nastepnie otrzymane ekstrakty
przesaczono i rozpuszczalnik odparowano, wykorzy-
stujac wyparke prozniowa (Buchi Labortechnik AG).
PozostatoSci po odparowaniu rozpuszczono ponownie
w alkoholu etylowym, w celu uzyskania okre§lonych
stezefi zwiazkow biologicznie aktywnych w ekstrak-
tach.
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Aktywnos¢ przeciwutleniajqca

AktywnoS¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw z miodu,
propolisu i pytku kwiatowego oznaczono, okreSlajac
ich zdolno$¢ do zmiatania kationorodnika DPPHe.
Do 0,2 ml ekstraktu o stezeniu 0,1 mg/ml dodawa-
no 0,2 ml Swiezo przygotowanego etanolowego roz-
tworu 0,1 mol DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylo-hydra-
zyl) (Sigma-Aldrich) i inkubowano przez 30 min
w temperaturze pokojowej, bez dostepu Swiatla.
Nastepnie mierzono absorbancje roztworow z wy-
korzystaniem spektrofotometru EPOLL 2000 ECO
(PZ EMCO), przy dlugosci fali A = 517 nm. Jako
zwigzek referencyjny zastosowano Trolox (Sigma-
-Aldrich). Na podstawie uzyskanych wartosci absor-
bancji obliczono aktywnos¢ przeciwrodnikowa (AP),
stosujac nastepujace rownanie:

AP (%) = [(A, - A,) / A,] x 100%

gdzie: A, — absorbancja proby kontrolnej, A - ab-
sorbancja ekstraktu z badanego produktu pszczelego.

Analize aktywnosci przeciwrodnikowej ekstraktow
z produktow pszczelich w teScie z kationorodnikiem
DPPHe wykonano trzykrotnie, a przedstawione wy-
niki sg wartoScia Srednia.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng ekstraktow otrzy-
manych z badanych produktéw pszczelich oznaczono
metoda punktowo-dyfuzyjna w stosunku do szcze-
pow bakterii z rodzajow: Listeria (L. monocytogenes
i L. innocua), Enterococcus (E. faecium i E. faecalis),
Staphylococcus (S. aureus), Bacillus (B. cereus i B. me-
gaterium), Escherichia (E. coli), Salmonella (S. enteri-
ditis, S. typhimurium i S. paratyphi), Yersinia (Y. en-
terocolitica) i Pseudomonas (P, aeruginosa). Wszystkie
szczepy uzyte w badaniach pochodzity z kolekcji
Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Ich ho-
dowle prowadzono w bulionie BHI (Oxoid) w tem-
peraturze 37°C, w warunkach tlenowych. Hodowlami
w fazie logarytmicznego wzrostu zawierajacymi 10° jtk/
ml inokulowano ptytki Periego z podtozem Miillera-
-Hintona z dodatkiem 2% (w/v) agaru (Oxoid).
Na plytki nanoszono nastepnie 10 ul probek etano-
lowych ekstraktéw z badanych produktéw o stezeniu
100 mg/ml. Kontrole stanowily roztwory samego roz-
puszczalnika (70% v/v etanolu). Plytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 18-24 godzin. Po inku-
bacji mierzono Srednice (w mm) powstatych stref
zahamowania wzrostu badanych bakterii. Pomiaréw
tych dokonywano za pomoca Computer Scanning
System (MultiScanBase v14.02). Uzyskane wartosci,

po uwzglednieniu aktywnosci rozcienczalnika, trakto-
wano jako wyznacznik aktywnosci przeciwbakteryjnej
badanych probek.

Catkowita zawartosé zwigzkow fenolowych

Calkowita zawartos$¢ zwigzkow fenolowych w eks-
traktach z badanych produktéw pszczelich oznaczo-
no metoda Folin-Ciocalteu, w przeliczeniu na kwas
galusowy (Sigma-Aldrich). Do 20 ul ekstraktu doda-
wano 1,68 ml wody destylowanej oraz 100 ul odczyn-
nika Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), a nast¢pnie
po uplywie 3 minut 200 ul 20% roztworu weglanu
sodu (Avantor Performance Materials). Po uptywie
40 min mierzono absorbancje prébek, przy dlugosci
fali A = 765 nm, wykorzystujac spektrofotometr UV-
-VIS Varian Cary 300 Bio.

Wyniki i ich oméwienie

W wyniku ekstrakcji alkoholem etylowym badanych
produktow pszczelich i odparowania rozpuszczalni-
ka otrzymano zageszczone ekstrakty, ktore zostaly
wykorzystane do badaf aktywnoSci biologicznej tych
produktéw. Wydajno$¢ procesu ekstrakcji dla po-
szczegOlnych produktéw wynosita: miéd — 90,28%,
propolis — 61,08% i pylek kwiatowy — 46,82%.

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw z produk-
tow pszczelich, dalej nazywanymi produktami pszcze-
limi, okreSlono poprzez wyznaczenie ich aktywnosci
przeciwrodnikowej. Na rycinie 1 przedstawiono wyniki
uzyskane dla badanych produktéw zastosowanych
w stezeniu 0,1 mg/ml.

Najwyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca sposrod
badanych produktow pszczelich wykazal propolis,
ktérego aktywno$¢ przeciwrodnikowa wynosita po-
nad 96% aktywnosci Troloksu, zastosowanego jako
standardowy Srodek przeciwutleniajacy. Midd i pytek
kwiatowy charakteryzowaly si¢ znaczaco nizsza zdol-
nos$cia do zmiatania wolnych rodnikéw. Zréznicowana
aktywno$¢ przeciwutleniajaca produktéw pszczelich
opisano w piSmiennictwie (16-18). Aktywnos$¢ miodu
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Ryc. 1. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa badanych produktéw
pszczelich
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pochodzacego z polskich obszaréw gérskich byta zbli-
zona do aktywno$ci miodow serbskich oraz znacznie
nizsza w poréwnaniu z aktywnoscig miodéw pocho-
dzacych z Algierii (17, 19). Z kolei wysoka aktywno$¢
przeciwutleniajaca propolisu, w tym réwniez pocho-
dzenia krajowego, zostala potwierdzona w licznych
danych piSmiennictwa (9, 10, 18, 20). Co istotne,
propolis z Gér Sowich wykazat wyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajaca w poréwnaniu z propolisem z pa-
siek zlokalizowanych w innych regionach kraju (9, 21).
Wyniki badan Majewskiej i Trzanek (22) wskazaty, ze
sposrod produktéw pszezelich (midd, pylek kwiatowy
i propolis) najwyzsza aktywnoS$cia przeciwutleniajaca
charakteryzowat si¢ propolis (22).

W badanych produktach pszczelich oznaczono
catkowita zawarto§¢ zwiazkéw fenolowych, a wyniki
tych oznaczen przedstawiono w tabeli 1.

Najwyzsza catkowita zawartoScia zwiazkéw feno-
lowych, spos$réd badanych produktéow pszczelich,
charakteryzowal si¢ propolis, natomiast najmniej-
sza miod. Wysoka zawarto$¢ zwiazkow fenolowych
w propolisie potwierdza jego wysoka aktywno§¢
przeciwrodnikowa (ryc. 1). Catkowita zawarto$¢

Tab. 1. Catkowita zawartoS$¢ zwiazkéw fenolowych w bada-
nych produktach pszczelich

Badany Catkowita zawarto$¢

produkt zwigzkow fenolowych

pszczeli [mg kwasu galusowego/100 g produktu]
Miod 63,28 = 1,62

Pytek kwiatowy 2405,04 = 2,38

zwiazkow fenolowych w propolisie z Gér Sowich byta
zblizona do zawartoSci fenoli w prébkach propolisu
pochodzacego z réznych regionéw kraju (11, 20).
Roéwniez zawarto$¢ fenoli w miodzie i pytku kwia-
towym byta zblizona do zawartosci tych zwiazkoéw
w produktach pszczelich opisanych w piSmiennictwie
dotyczacym przedmiotu badan (16, 17, 19). Podobne
zaleznoSci, dotyczace calkowitej zawartoSci zwiaz-
kow fenolowych w produktach pszczelich, zostaly
przedstawione przez Majewska i Trzanek (22), gdzie
sposrod badanych produktow najwyzsza zawartoScia
fenoli charakteryzowat si¢ propolis, a najnizsza mio-
dy wielkokwiatowe.

W pracy oceniono réwniez aktywno$¢ przeciwbak-
teryjna badanych produktow pszczelich. AktywnoS§¢
miodu, propolisu i pytku kwiatowego wobec bakterii
Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych zestawiono
odpowiednio na rycinach 2 i 3.

Najwyzsza aktywnoS¢ wobec wiekszoSci bada-
nych szczep6éw bakterii Gram-dodatnich wykazywat
propolis. Najsilniej ograniczat on wzrost szczepu
B. megaterium, najstabiej natomiast szczepéw z ro-
dzaju Listeria. Z kolei aktywnoS¢ przeciwbakteryjna
miodu i pytku kwiatowego byla zblizona i jednocze-
$nie w stosunku do L. innocua, E. faecium, B. cereus
i B. megaterium nizsza od aktywnoSci propolisu.
Midd i pytek kwiatowy najstabiej dziataly na szczepy
L. innocua i S. aureus. Ich aktywno$¢ wobec wymie-
nionych szczepdw byla przy tym wyraznie nizsza niz
propolisu. Aktywno$¢ produktéw pszczelich wobec
poszczegdlnych szczepdw bakterii Gram-ujemnych
byta bardziej zr6znicowana i zalezna od badanego
produktu. Miéd wykazywal najwyzsza aktywnos¢

Propolis 11384,01 + 5,69 wobec E. coli oraz Y. enterocolitica, pylek kwiatowy
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Ryc. 2. Aktywno$¢ badanych produktéw pszczelich wobec bakterii Gram-dodatnich
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Rye. 3. Aktywnos¢ badanych produktéw pszczelich wobec bakterii Gram-ujemnych

charakteryzowat si¢ najwyzsza aktywnoScia wobec
P, aeruginosa, a propolis wobec S. paratyphi.
AktywnoS$¢ przeciwbakteryjna produktéw pszczelich
zostala takze potwierdzona przez innych autoréw (23-28).
Miod pochodzacy z roznych regionéw geograficznych
dziatal bakteriobdjczo na S. aureus, Streptococcus
pyogenes, P aeruginosa i E. coli. W podobny sposéb
na S. aureus, E. coli, L. monocytogenes czy B. cereus
dziatat pytek kwiatowy (24-27). Dane piSmiennictwa
wskazuja, ze propolis jest zdolny do hamowania roz-
woju takich szczepéw bakterii, jak E. coli, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Salmonella typhimu-
rium, Enterobacter aerogenes oraz Diplococcus pneu-
moniae (23, 28-30). Kacaniova i wsp. (30) badali
aktywnoS$¢ etanolowych ekstraktow z propolisu oraz
pytku kwiatowego pochodzacych ze Stowacji wobec
L. monocytogenes, P aeruginosa, S. aureus oraz E. coli
i wykazali, ze pylek kwiatowy charakteryzowat sie
wyzsza aktywnoScia wobec wszystkich badanych szcze-
pow bakterii w poréwnaniu do propolisu. Natomiast
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