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SUMMARY

Introduction. Honey, propolis and pollen belong to bee products that have beneficial biological properties. These products exhibit
e.g. antibacterial, antifungal and antioxidant properties. Due to biological activity and natural origin, bee products are used, e.g. in
the food industry, cosmetology and pharmacy.

Aim. The aim of the study was to compare the antioxidant and antibacterial activity of honey, propolis and pollen from an apiary
located in Wielkopolska Province.

Material and methods. Honey, propolis and pollen used in this study came from the same apiary located in Wielkopolska Province.
The antioxidant potential of bee products was 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 honey, propolis and pollen was determined by the colorimetric method.
Results. Propolis exhibited higher antioxidant activity, in comparison to honey and pollen. The antiradical activity of propolis was
equal to 80% approx. activity of Trolox, the standard antioxidant. Among tested bee products, propolis was characterized by the
highest total phenols content. In addition, honey, propolis and pollen showed antagonistic activity against tested bacterial strains.
Conclusions. The obtained results indicate that among the tested bee products of native origin, i.e. honey, propolis and pollen,
propolis characterized by the highest antioxidant activity and the total content of phenolic compounds. In addition, all bee products
showed bactericidal activity against the tested bacterial strains.
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STRESZCZENIE
Wstep. Miod, propolis i pytek kwiatowy nalezq do produktow pszczelich, ktore charakteryzujq sie korzystnymi wiasciwosciami biolo-
gicznymi. Produkty te wykazujg m.in. aktywnos¢ przeciwbakteryjng, przeciwgrzybiczq oraz przeciwutleniajgcq. Ze wzgledu na dzia-
tanie biologiczne i naturalne pochodzenie, produkty pszczele znajdujq zastosowanie m.in. w przemysle spozywczym, kosmetycznym
i farmaceutycznym.

** Praca zostala wspotfinansowana ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu badawczego o nr 2019/03/X/NZ9/01800.
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Cel pracy. Celem pracy bylo poréwnanie aktywnosci przeciwutleniajqcej i przeciwbakteryjnej miodu, propolisu oraz pytku kwiatowego,
pochodzqcych z pasieki zlokalizowanej w wojewdodztwie wielkopolskim.

Materiat i metody. Miod, propolis oraz pytek kwiatowy wykorzystane w badaniach pochodzily z tej samej pasieki zlokalizowanej
w wojewddztwie wielkopolskim. Aktywnos¢ przeciwutleniajgcq badanych produktéw pszczelich oceniono, okreslajgc ich zdolnosé
do redukcji kationorodnika DPPH-. Aktywnos¢ przeciwbakteryjng badanych produktéow oznaczono metodq punktowo-dyfuzyjng
w stosunku do 13 szczepow bakterii chorobotwdrczych i potencjalnie chorobotwdorczych. Ponadto, w miodzie, propolisie oraz pytku
kwiatowym okreslono catkowitq zawartos¢ zwiqzkow fenolowych metodq kolorymetryczng.

Wyniki. Propolis wykazywat wyzszq aktywnosSé przeciwutleniajgcq w porownaniu z miodem i pytkiem kwiatowym. Aktywnosc prze-
ciwrodnikowa propolisu odpowiadata 80% aktywnosci Troloksu, standardowego antyoksydantu. Sposréd badanych produktow
pszczelich, propolis charakteryzowat sie takze najwyzszq catkowitq zawartoscig zwiqzkow fenolowych. Ponadto, miod, propolis oraz
pylek pszczeli wykazywatly antagonistyczng aktywnosé wobec wszystkich badanych szczepow bakterii.

Whioski. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze sposréd badanych produktéw pszczelich pochodzenia krajowego, tj. miodu,
propolisu oraz pytku kwiatowego, propolis charakteryzowat sie najwyzszq aktywnosciq przeciwutleniajgcq oraz catkowitq zawarto-
Scig zwigzkow fenolowych. Ponadto, wszystkie produkty pszczele wykazywaly aktywnos¢ bakteriobdjczqg w stosunku do badanych

szczepow bakterii.

Stowa kluczowe: propolis, miod, pytek kwiatowy, aktywno$¢ przeciwbakteryjna, wlasciwosci przeciwutleniajace, DPPH

Wprowadzenie

W medycynie ludowej midd byt cenionym Srodkiem
przeciwdrobnoustrojowym, ktory stuzyl m.in. w lecze-
niu oparzen i trudno gojacych si¢ ran (1). Obecnie
propolis wykorzystywany jest jako sktadnik kosmety-
kow, suplementdw diety oraz preparatow stosowanych
w tagodzeniu objawdw przeziebienia i infekcjach
gérnych drég oddechowych. Midd jest produktem
wytwarzanym przez pszczoly z nektaru kwiatowego
lub spadzi, ktéry moze zawiera¢ ponad 180 réznych
zwiazkow chemicznych. Sktada si¢ on gtéwnie z we-
glowodanow (33-43% fruktozy, 25-35% glukozy, ok.
2% sacharozy oraz innych zlozonych weglowodanow).
Jest takze Zrodtem mineratow (m.in. K, Mg, Ca, Na,
Fe, Zn), witamin, bialek, enzyméw oraz zwiazkéw
fenolowych (2).

Do produktéw pszczelich zalicza si¢ takze propolis,
ktory jest przetworzona przez pszczoly zywica, pota-
czong z woskami. Ze wzgledu na dziatanie przeciw-
bakteryjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybicze i prze-
ciwnowotworowe, dodaje si¢ go do wielu preparatéw
leczniczych, suplementow diety i kosmetykow (3-8).
Propolis charakteryzuje si¢ bardzo zréznicowanym
sktadem, a jego gléwnymi sktadnikami sa substancje
balsamiczne (50%), woski (30%), olejek eterycz-
ny (10%) oraz pytek kwiatowy (5%). W prdobkach
propolisu pochodzacych z réznych regionéw geogra-
ficznych wykryto m.in. kwasy fenolowe i ich estry,
flawonoidy, terpeny, aromatyczne aldehydy, kwasy
tluszczowe, stylbeny i steroidy, aminokwasy, lignany
oraz weglowodany (9-12).

Kolejnym produktem pszczelim o wtaSciwo-
Sciach terapeutycznych, ktéry zyskuje coraz wigksze
zastosowanie w przemySle spozywczym, kosme-
tycznym i farmaceutycznym, jest pylek kwiatowy,
ktory zawiera gtéwnie weglowodany (13-55%),

biatka (10-40%) i lipidy (1-13%), a takze amino-
kwasy, kwasy tluszczowe, witaminy (gléwnie z gru-
py B), makro- i mikroelementy, karotenoidy oraz
flawonoidy (13, 14).

Sktad i jako$¢ miodu, propolisu oraz pytku kwia-
towego zalezg od wielu czynnikéw, zaréwno Srodowi-
skowych, jak i sezonowych. Wptyw na sktad chemiczny
1 aktywnos¢ biologiczna produktéw pszczelich wywiera
takze potozenie geograficzne pasiek oraz stan meta-
boliczny pszczét (15, 16).

Cel pracy

Celem pracy bylo poréwnanie aktywnoSci prze-
ciwutleniajacej oraz przeciwbakteryjnej miodu,
propolisu oraz pytku kwiatowego, pochodzacych
z pasieki zlokalizowanej na terenie wojewddztwa
wielkopolskiego.

Materiat i metody

Ekstrakcja produktow pszczelich

W badaniach wykorzystano miod, propolis oraz
pylek kwiatowy pochodzace z pasieki zlokalizo-
wanej na terenie wojewodztwa wielkopolskiego.
Badane produkty pszczele zostaly poddane ekstrak-
cji 70% alkoholem etylowym (Avantor Performance
Materials), w stosunku 1:10 (m/v), ktéra prowa-
dzono przez 24 h z wykorzystaniem wytrzasarki
(Biosan). Otrzymane roztwory po przesaczeniu za-
tezono do statej masy z wykorzystaniem wyparki
prozniowej (Buchi Labortechnik AG). PozostatoSci
po odparowaniu rozpuszczalnika ponownie roz-
puszczono w alkoholu etylowym i wykorzystano
do okreslenia aktywnoSci biologicznej badanych
produktéw pszczelich oraz catkowitej zawartoSci
zwiazkow fenolowych.

(124
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Aktywnos¢ przeciwutleniajqca

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca miodu, propolisu
oraz pytku kwiatowego oceniono, okreslajac ich zdol-
no$¢ do zmiatania kationorodnika DPPH. Do 0,2 ml
ekstraktow z badanych produktéw pszczelich o steze-
niu 0,1 mg/ml dodano 0,2 ml §wiezo przygotowanego
etanolowego roztworu 0,1 M DPPH (2,2-difenylo-1-pi-
krylo-hydrazol) (Sigma-Aldrich) i inkubowano przez
30 min w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatla.
Nastepnie mierzono absorbancje roztworéw z wyko-
rzystaniem spektrofotometru EPOLL 2000 ECO (PZ
EMCO), przy dtugosci fali A = 517 nm. Jako zwigzek
referencyjny zastosowano Trolox (Sigma-Aldrich).
Na podstawie uzyskanych wartoSci absorbancji obli-
czono aktywno$¢ przeciwrodnikowa (AP) badanych
produktdéw, stosujac nastepujace réwnanie:

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
DPPH- wykonano trzykrotnie, a przedstawione wyniki
sa wartoScia Srednig = warto$¢ odchylenia standar-
dowego (SD).

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

AktywnoS§¢ przeciwbakteryjna badanych pro-
duktéw pszczelich oznaczono metoda punktowo-
-dyfuzyjna w stosunku do szczepow bakterii z ro-
dzajow: Listeria (L. monocytogenes i L. innocua),
Enterococcus (E. faecium i E. fecalis), Staphylococcus
(S. aureus), Bacillus (B. cereus i B. megaterium),
Escherichia (E. coli), Salmonella (S. Enteritidis,
S. Typhimurium i S. Paratyphi), Yersinia (Y. enteroco-
litica) i Pseudomonas (P, aeruginosa). Wszystkie szcze-
py uzyte w pracy jako wskazniki pochodzily z kolekc;ji
czystych kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Ich hodowle prowadzono w bulionie BHI (Oxoid)
w temperaturze 37°C, w warunkach tlenowych.
Kulturami w fazie logarytmicznego wzrostu o stezeniu
10° jtk/ml inokulowano plytki Petriego z podtozem
Miiller-Hintona z dodatkiem 2% (w/v) agaru (Oxoid).
Na zaszczepione plytki nanoszono nastepnie 10 ul
probek ekstraktow z badanych produktow o stezeniu
100 mg/ml. Kontrole stanowily roztwory samego roz-
puszczalnika (70% v/v etanolu). Plytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 18-24 h. Po inkubacji
mierzono $rednice (mm) powstatych stref przejasnien.
Pomiaréw tych dokonywano za pomoca Computer
Scanning System (MultiScanBase v14.02). Uzyskane

wielkoSci, po uwzglednieniu aktywnoSci rozciefn-
czalnika, traktowano jako wyznacznik aktywnosci
przeciwbakteryjnej badanych prébek.

Catkowita zawartosé¢ zwigzkow fenolowych

W ekstraktach z badanych produktéw pszczelich
oznaczono catkowitg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
metoda Folin-Ciocalteu. Do 20 ul ekstraktu dodano
1680 ul wody destylowanej oraz 100 ul odczynnika
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), a nastepnie 200 ul
20% roztworu weglanu sodu (Avantor Performance
Materials). Po 40-minutowej inkubacji mierzono ab-
sorbancje ekstraktow przy dtugosci fali A = 765 nm,
wykorzystujac spektrofotometr UV-VIS Varian Cary
300 Bio. Dla kazdego produktu pszczelego wykonano
trzy powtorzenia, a wynik wyrazono w przeliczeniu
na kwas galusowy.

Wyniki i ich omowienie

Wydajno$¢ ekstrakcji produktéw pszczelich alko-
holem etylowym byta r6zna dla poszczegdlnych pro-
duktéw. Dla miodu wynosita ona 93,12%, propolisu
—43.31%, a pytku kwiatowego — 50,75%.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca produktéw pszcze-
lich okre§lono poprzez wyznaczenie ich aktywnoSci
przeciwrodnikowej. Na rycinie 1 przedstawiono wyniki
aktywnosci przeciwrodnikowej ekstraktéw badanych
produktéw o stezeniu 0,1 mg/ml.

Sposréd badanych produktow pszczelich, propolis
charakteryzowat si¢ najwyzsza aktywnos$cia przeciw-
utleniajaca, wyznaczong w teScie z kationorodni-
kiem DPPH-. Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ekstraktu
z propolisu wynosita 35,54%, co stanowito okoto
80% aktywnosci Troloksu, stosowanego w badaniach
jako standardowy antyoksydant. We wczes$niejszych
badaniach wykazano, ze aktywno$¢ przeciwrodni-
kowa etanolowego ekstraktu z propolisu pochodze-
nia krajowego byla wyzsza niz aktywno$¢ ekstraktu
acetonowego (17). Propolis, nie tylko pochodzenia
krajowego, charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoScia
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Ryec. 1. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa produktéw pszezelich
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przeciwutleniajaca, co potwierdzaja liczne dane lite-
raturowe (18-21). Pylek kwiatowy wykazywal nizsza
zdolnos¢ do redukcji wolnych rodnikéw niz propolis.
Jego aktywnoS¢ przeciwrodnikowa byla jednak wyzsza
niz miodu. Oznaczona w pracy aktywnos¢ przeciw-
utleniajaca miodu byta znacznie nizsza niz aktywno$¢
probek miodu, pochodzacych m.in. z Algierii, oraz
miodéw wielokwiatowych, pochodzacych z pasieki
zlokalizowanej koto Nowego Sacza, co wskazuje, ze
geograficzne pochodzenie miodu ma wplyw na jego
aktywnos$¢ przeciwrodnikows (22, 23). Wplyw pocho-
dzenia geograficznego na aktywno$¢ przeciwutlenia-
jaca produktow pszczelich zostal dostrzezony przez
licznych badaczy (18, 24-28).

W badanych produktach pszczelich oznaczono
catkowita zawartos$¢ zwigzkow fenolowych, a uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Sposréd badanych produktéw najwyzsza catko-
wita zawarto$¢ zwiazkoéw fenolowych oznaczono
w propolisie. W badanym propolisie z wojewddztwa
wielkopolskiego zawartos¢ ta byta zblizona do ozna-
czonej w probkach propolisu, pochodzacych z innych

Tab. 1. Catkowita zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w pro-
duktach pszczelich

Badany Catkowita zawarto$¢ zwigzkow

produkt fenolowych

pszczeli [mg kwasu galusowego/100 g produktu]
Miod 61,24 = 1,86

Pytek kwiatowy 2115,74 = 3,81

Propolis 16547,41 = 5,74

20

regionoéw kraju (20, 23, 29). Calkowita zawartos¢
fenoli w badanym pytku kwiatowym byta natomiast
wyzsza niz w probkach pochodzacych z Austrii oraz
z pasieki zlokalizowanej w wojewddztwie matopol-
skim (23, 24). Calkowita zawartoS$¢ zwiazkow fenolo-
wych w badanym miodzie byla nizsza niz w prébkach
miodéw pochodzacych z Turcji i wyzsza niz w mio-
dach pochodzacych ze Stowacji (26, 30). Ponadto,
zwartoS§¢ fenoli w miodzie pochodzacym z pasieki zlo-
kalizowanej w wojewddztwie wielkopolskim ksztat-
towata si¢ na podobnym poziomie, jak w probkach
miodéw pochodzacych z pasiek zlokalizowanych
w innych czeéciach kraju (23, 31). Poréwnujac cat-
kowita zawarto$§¢ zwiazkéw fenolowych w badanych
produktach pszczelich, mozna zauwazy¢, ze propolis,
ktory charakteryzowat si¢ najwyzsza ich zawartoScia,
wykazywal rowniez najwyzsza zdolno$¢ do zmiata-
nia wolnych rodnikéw (ryc. 1). Podobna zaleznos¢
przedstawiono w pracy Majewskiej i Trzanek (23),
gdzie sposrdd badanych produktéw pszezelich (midd,
propolis oraz pylek kwiatowy) propolis charaktery-
zowal si¢ najwyzsza catkowita zawartoscig zwiazkéw
fenolowych oraz najwyzsza aktywnoScia przeciwrod-
nikowa (23).

W pracy oznaczono takze aktywnos$¢ miodu, propo-
lisu oraz pytku kwiatowego w stosunku do wybranych
szczepOw bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.
Wiyniki tych oznaczen przedstawiono na rycinach 2 i 3.

Produkty pszczele wykorzystane w badaniach
wykazywaly bakteriobdjcza aktywnos$¢ w stosunku
do wszystkich badanych szczepéw bakterii. Propolis
najsilniej ograniczat wzrost Gram-dodatnich bakterii
Bacillus megaterium. Jego aktywnoS$¢ bakteriobdjcza
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Ryec. 2. Aktywno$¢ produktéw pszczelich wobec bakterii Gram-dodatnich

(126

[ Postepy Fitoterapii 3/2020 ) )




Aktywno$¢ przeciwutleniajaca i przeciwbakteryjna miodu, propolisu oraz pytku kwiatowego

14

E 12

o

& 10

C

N

S,

g 8 —

o

5 -

»

[\

S 4 —

C

©

°

N 2 _
0

E. coli

S. Enteritidis  S. Typhimurium  S. Paratyphi Y. enterocolitica P, aeruginosa

[l miéd M propolis [ pytek kwiatowy

Rye. 3. Aktywnos¢ produktow pszczelich wobec bakterii Gram-ujemnych

wzgledem tych bakterii oraz wobec Staphylococcus
aureus i Bacillus cereus byta jednocze$nie wyzsza od
aktywnoSci miodu i pytku kwiatowego. Ponadto, py-
fek kwiatowy wykazywat niska aktywnos$¢ wzgledem
Listeria innocua. Na pozostate badane w pracy szczepy
bakterii Gram-dodatnich, wszystkie produkty pszcze-
le dziataly w zblizony sposdb. Aktywno$¢ badanych
produktéow wzgledem wigkszosci testowanych szcze-
pow bakterii Gram-ujemnych byla poréwnywalna.
Wyjatek stanowit propolis, ktérego aktywno$¢ wzgle-
dem S. Paratyphi byla wyzsza od aktywnoSci miodu
i pytku kwiatowego. Produkt ten dziatal jednoczesnie
stabiej na Yersinia enterocolitica niz midd i pytek
kwiatowy.

AktywnoSc propolisu wzgledem S. aureus, B. cereus,
B. megaterium oraz S. Paratyphi zostata potwierdzona
takze przez innych badaczy (29, 32-36). W wielu publi-
kacjach znalez¢ mozna réwniez informacje na temat
aktywnosSci przeciwbakteryjnej pozostatych badanych
produktéw pszczelich. Przyktadowo wykazano, ze
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