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SUMMARY

Introduction. Propolis, also known as bee glue, is a resinous material collected by honeybees with numerous biological properties,
including antibacterial, antifungal, antioxidant and anticancer effects. Due to its health-promoting properties, propolis is a component
of many products, including dietary supplements, cosmetics and healthy food.

Aim. The aim of the study was to determine the antibacterial, antifungal and antioxidant activity of propolis extracts, as well as to
compare the biological activity of propolis extracts, depending on the solvent used — ethyl alcohol or propylene glycol.

Material and methods. Two propolis extracts were used in the research — the first was prepared in ethyl alcohol, and the second in
propylene glycol. The antimicrobial activity of the examined extracts was determined against S. aureus, E. coli and C. albicans. The
antioxidant activity was determined on the basis of the evaluation of their antiradical activity in the DPPH- test and Fe** chelating activity.
Moreover, the total content of phenolic compounds and flavonoids in the tested extracts was determined using the colorimetric method.
Results. The tested propolis extracts, regardless of the solvent used (ethyl alcohol or propylene glycol), showed high antibacterial
(against S. aureus), antifungal (against C. albicans) and antioxidant (antiradical activity in the DPPH- test and ferrous iron chelating
potency in the ferrozine test) activity. Moreover, both tested extracts were characterized by a high and similar content of bioactive
compounds — phenolic compounds and flavonoids.

Conclusions. The results of the conducted tests showed that the solvent used did not affect determined biological activity and the
content of bioactive substances in the tested propolis extracts.
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STRESZCZENIE

Wstep. Propolis, nazywany takze kitem pszczelim, jest zywicznym materiatem zbieranym przez pszczoly miodne, ktory charakteryzuje
sie licznymi wlasciwosciami biologicznymi, m.in. aktywnosciq przeciwbakteryjng, przeciwgrzybiczq, przeciwutleniajqcq oraz prze-
ciwnowotworowq. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci prozdrowotne, propolis jest sktadnikiem wielu produktow, w tym suplementow
diety, kosmetykoéw oraz zdrowej Zywnosci.

Cel pracy. Celem pracy bylo okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej oraz przeciwutleniajgcej ekstraktow z propolisu,
Jjak rowniez poréwnanie aktywnosci biologicznej ekstraktow z propolisu w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika — alkoholu
etylowego lub glikolu propylenowego.

Materiat i metody. W badaniach wykorzystano dwa ekstrakty z propolisu — pierwszy zostal przygotowany przy uzyciu alkoholu ety-
lowego, natomiast drugi — glikolu propylenowego. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowq badanych ekstraktow okreslono wzgledem
S. aureus, E. coli oraz C. albicans. Aktywnosc¢ przeciwutleniajqcq okreslono na podstawie oceny ich aktywnosci przeciwrodnikowej
w tescie z DPPH- oraz zdolnosci chelatowania jonéw Fe®*. Ponadto, w badanych ekstraktach oznaczono catkowitq zawartosé
zwiqzkow fenolowych i flawonoidow metodq kolorymetryczng.

Wyniki. Badane ekstrakty z propolisu, bez wzgledu na zastosowany rozpuszczalnik (alkohol etylowy lub glikol propylenowy), wyka-
zywaly wysokq aktywnos¢ przeciwbakteryjng (wzgledem S. aureus), przeciwgrzybiczq (wzgledem C. albicans) oraz przeciwutleniajgcq
(aktywnos¢ przeciwrodnikowa w tescie z DPPH"). Ponadto, oba badane ekstrakty charakteryzowaly sie wysokq i zblizong zawartosciq
zwigzkow bioaktywnych — zwigzkow fenolowych oraz flawonoidow.

Whioski. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze zastosowany rozpuszczalnik nie wplywa na oznaczang aktywnosé biologiczng
oraz zawartos¢ substancji bioaktywnych w badanych ekstraktach propolisowych.

Stowa kluczowe: propolis, aktywnoS$¢ przeciwbakteryjna, wtasciwosci przeciwutleniajace, aktywnos¢ przeciwgrzybicza
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Wprowadzenie

Propolis, nazywany takze kitem pszczelim, jest zy-
wicznym materiatlem zbieranym przez pszczoly miod-
ne (Apis mellifera) z r6znych czesci drzew, krzewow
i roflin zielarskich (1, 2). Surowiec ten sktada si¢
z zywic, wosku pszczelego, wosku roslinnego, sub-
stancji lotnych i garbnikowych oraz domieszek me-
chanicznych, w tym gtéwnie pylku kwiatowego (3).
Zastosowanie propolisu w medycynie ludowej siega
juz czasow starozytnych, kiedy surowiec ten wykorzy-
stywany byl przez starozytnych Egipcjan, Grekow oraz
Rzymian. W XVII wieku propolis znalazt si¢ na liScie
lekéw w londyfiskiej farmakopei, a pomiedzy XVII
a XX wiekiem zyskal jeszcze wicksza popularnosé (4).
Obecnie stosowany jest jako srodek o wlasciwoSciach
prozdrowotnych, bedac sktadnikiem wielu suplemen-
téw diety, masci, kosmetykdw oraz zdrowej ZzywnosSci.
Popularng forma tego produktu pszczelego, dostepna
rowniez handlowo, sa jego ekstrakty, gtéwnie etano-
lowe, ale coraz czeSciej dostgpne sa rowniez ekstrakty
tego surowca przygotowane przy uzyciu innych roz-
puszczalnikow.

Szerokie zastosowanie propolisu zwigzane jest
z jego aktywnoScig biologiczna. Ekstrakty z propolisu
charakteryzuja sie¢ m.in. aktywnoScia przeciwbakteryj-
na, przeciwgrzybicza, przeciwwirusowa, przeciwno-
wotworowa oraz przeciwzapalng (2, 5-11). Wedtug
danych literaturowych, ekstrakty z propolisu hamu-
ja rozwdj takich grup drobnoustrojéw, jak bakterie
Gram-dodatnie (Staphylococcus aureus, Diplococcus
pneumoniae, Enterococcus faecium, Bacillus cereus),
bakterie Gram-ujemne (Escherichia coli, Salmonella
enteritidis), grzyby drozdzoidalne (Candida albi-
cans) czy grzyby plesniowe (Aspergillus flavus oraz
Penicillium italicum) (7, 9, 11-13). Ponadto, ekstrakty
z propolisu wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace
oraz wysoka aktywnos¢ cytoochronna ludzkich ery-
trocytéw przed hemolitycznym dziataniem wolnych
rodnikéw, co moze mie¢ znaczenie w zapobieganiu
przez ten surowiec chorobom cywilizacyjnym i wieku
starczego wywotywanych przez stres oksydacyjny (14).
Aktywno$¢ biologiczna europejskiego propolisu jest
zwigzana z jego zlozonym sktadem chemicznym,
a przede wszystkim z obecnoScia zwiazkéw fenolo-
wych, w tym flawonoidéw oraz kwaséw fenolowych
i ich estréw (2, 4). Dane literaturowe wskazuja, ze
gtéwnymi sktadnikami propolisu pochodzenia krajo-
wego z grupy zwigzkoéw fenolowych sg m.in. chryzyna,
apigenina, galangina, kemferol, pinostrobina, pino-
banksyna, naringenina, kwercetyna oraz kwasy feno-
lowe (kawowy, ferulowy, cynamonowy, kumarowy,
wanilinowy) (11, 14-17). Ponadto, w probkach surowca

pochodzacego z réznych regionéw Swiata oznaczane
sa zwiazki nalezace do terpendw, aldehydow, kwaséw
thuszczowych, aminokwasow oraz weglowodandow (8,
11, 13, 16, 17). Sktad chemiczny oraz aktywnos¢ bio-
logiczna propolisu okreSlana jest dla jego ekstraktow
otrzymywanych przy wykorzystaniu do procesu eks-
trakcji r6znych rozpuszczalnikéw, w tym najczesciej
stosowany jest alkohol etylowy o zréznicowanym
udziale wody, rzadziej alkohol metylowy, aceton oraz
woda (9, 18-20). Dane literaturowe wskazuja ponadto,
ze wybor rozpuszczalnika do procesu ekstrakeji pro-
polisu wplywa na jego aktywno$¢ biologicznag, w tym
przeciwgrzybicza oraz przeciwutleniajaca (14, 20-22).

Cel pracy

Celem pracy bylo okreSlenie aktywnoSci przeciw-
bakteryjnej, przeciwgrzybiczej oraz przeciwutleniaja-
cej ekstraktéw z propolisu, jak réwniez poréwnanie
aktywnosSci biologicznej ekstraktow z propolisu, w za-
leznosci od zastosowanego rozpuszczalnika — alkoholu
etylowego lub glikolu propylenowego.

Materiat i metody

Ekstrakty z propolisu

W badaniach wykorzystano dwa ekstrakty z pro-
polisu pochodzacego z tej samej partii, o st¢zeniu
100 mg/ml: etanolowy (EP1) i przygotowany przy
zastosowaniu glikolu propylenowego (EP2).

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca

Ocena aktywnosci przeciwrodnikowe;j
w teScie DPPH-

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ekstraktow z propo-
lisu oceniono, okreSlajac ich zdolno$¢ do zmiatania
kationorodnika DPPH:. Do 0,2 ml ekstraktéw o ste-
zeniu 0,1 mg/ml dodano 0,2 ml roztworu 0,1M DPPH
(2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) (Sigma-Aldrich) i in-
kubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej,
bez dostepu Swiatta. Nastepnie mierzono absorban-
cje roztwordw z wykorzystaniem spektrofotometru
GENESYS 10uV (Thermo Scentific) przy dugosci fali
A = 517 nm. Jako zwiazek referencyjny zastosowano
Troloks (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchro-
man-2-karboksylowy, Sigma-Aldrich), rozpuszczalna
w wodzie pochodng witaminy E. Na podstawie uzy-
skanych wartosci absorbancji obliczono aktywno§¢
przeciwrodnikowa (AP) badanych produktéw, stosu-
jac nastepujace réwnanie:

AP (%) = [(A,-A) /Al x100%

gdzie: A, — absorbancja proby kontrolnej, A, — ab-

sorbancja prob zawierajacych ekstrakty z propolisu.
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Analize aktywnoSci przeciwrodnikowej ekstraktow
w teScie z kationorodnikiem DPPH- przeprowadzo-
no trzykrotnie, a przedstawione wyniki sa wartoscia
$rednig (n = 9).

Ocena zdolnosci ekstraktéw z propolisu
do chelatowania jonow zelaza (Fe**)
w reakcji z ferozyna

Zdolnos¢ ekstraktow z propolisu do chelatowania
jonéw zelaza (Fe?t) oszacowano spektrofotometrycz-
nie na podstawie oceny hamowania formowania kom-
pleksu Fe?* z ferozyna. Do 0,2 ml ekstraktu z propo-
lisu o stezeniu 0,1 mg/ml dodano 0,05 ml roztworu
FeCl, (Sigma-Aldrich) o stezeniu 0,6 mM. Nastepnie
dodano 0,05 ml roztworu ferozyny (Sigma-Aldrich)
o stezeniu 5 mM, wytrzasano i mierzono absorbancje
przy A = 562 nm z wykorzystaniem spektrofotometru
GENESYS 10uV (Thermo Scentific). Jako zwigzek
referencyjny zastosowano EDTA (kwas etylenodiami-
notetraoctowy, Sigma-Aldrich). Zdolnos$¢ ekstraktow
z propolisu do chelatowania jonow zelaza (II) wyra-
zono w %, stosujac nastgpujace rownanie:

Zdolnos¢ chelatowania Fe** (%) =
[1 - (Abs,/ Abs )] x 100%

gdzie: Abs; — wartos¢ absorbancji proby bez eks-
traktu z propolisu, Abs, — wartos¢ absorbancji w obec-
nosci ekstraktu z propolisu.

Analize aktywnoSci chelatujacej ekstraktow w tescie
z ferozyna przeprowadzono dwukrotnie, a przedsta-
wione wyniki sa wartoS$cig §rednig (n = 6).

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

AktywnoS§¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych
ekstraktéw z propolisu okreslono wzgledem bakte-
rii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC
6538 P), bakterii Gram-ujemnych (Escherichia coli
ATCC 8739) oraz grzyboéw drozdzoidalnych (Candida
albicans PCM 1409 PZH). Z badanych ekstraktow
przygotowano szereg rozcienczen w zakresie od 0,5
do 100,0 mg/ml. Rozcieficzenia przygotowywano
w podtozu ptynnym CASO Broth (Merck) lub aga-
rowym 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 rozcieficzano
w podiozu ptynnym CASO Broth w stezeniu 100 mg/
ml, a nastepnie w podtozu agarowym CASO Agar
w zakresie stezefi 0,5-10,0 mg/ml. W przypadku bak-
terii Gram-ujemnych badane preparaty przenoszono
bezposrednio do podiloza agarowego CASO Agar
w granicach stezen 10,0-100,0 mg/ml. Natomiast przy
oznaczaniu aktywnoS$ci wzgledem grzybéw drozdzo-
idalnych stosowano podobny sposob rozcienczen jak

dla bakterii Gram-dodatnich, gdzie w pierwszym
etapie wykonano rozcienczenia w podfozu ptynnym
Sabouraud Broth, w drugim — w podtozu agarowym —
Sabouraud Agar w granicach stezen 0,5-10,0 mg/ml.
Nastepnie na powierzchni ptytek agarowych po ich
zestaleniu wykonywano metoda kreskowa posiewy
badanych szczepow drobnoustrojéw. Hodowle 24-
godz. tych szczep6w rozcieficzano w podtozu plynnym
CASO Broth (bakterie) lub Sabouraud Broth (grzyby)
do uzyskania gestosci 10° CFU w 1 ml. Po 24 godz.
inkubacji plytek agarowych w temp. 37°C okre§lano
najmniejsze stezenia badanych ekstraktow z propolisu
hamujgce wzrost wybranych drobnoustrojow (ang.
minimal inhibitory concentration — MIC).

Catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych

W ekstraktach z propolisu oznaczono catkowi-
tg zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych metoda Folina-
-Ciocalteu. Do 0,1 ml ekstraktu o stezeniu 0,5 mg/ml
dodano 0,25 ml odczynnika Folina-Ciocalteu (Sigma-
-Aldrich) i po 3 minutach 3 ml 10% roztworu weglanu
sodu (Avantor Performance Materials). Nastepnie,
po 40-minutowej inkubacji mierzono absorbancje roz-
tworéw, przy dhugosci fali A = 765 nm, wykorzystujac
spektrofotometr UV-VIS Varian Cary 300 Bio. Dla
kazdego z badanych ekstraktéw wykonano trzy powto-
rzenia, a wynik wyrazono w przeliczeniu na kwas galu-
sowy (mg GAeq/ml ekstraktu o stezeniu 100 mg/ml).

Catkowita zawartosc flawonoidow

Stezenie flawonoidow w badanych ekstraktach
z propolisu oznaczono metoda kolorymetryczna, opar-
ta na zdolnoSci tej grupy zwiazkow do tworzenia
barwnych komplekséw z AICI,. Do 0,2 ml ekstraktow
o stezeniu 0,5 mg/ml dodano 2 ml 2% alkoholo-
wego roztworu AlCl,, a nastgpnie badane roztwory
inkubowano przez 60 minut bez dostepu Swiatla.
Po inkubacji, mierzono absorbancje roztworéw przy
dtugosci fali A = 430 nm, wykorzystujac spektrofo-
tometr UV-VIS Varian Cary 300 Bio. Dla kazdego
z badanych ekstraktow wykonano trzy powtdrzenia,
a wynik wyrazono w przeliczeniu na kwercetyne (mg
Qeqg/ml ekstraktu o stezeniu 100 mg/ml).

Wyniki i ich omowienie
W pierwszym etapie badan okreSlono aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa analizowanych ekstraktow
z propolisu. W tabeli 1 przedstawiono wartosci MIC
(minimalne stezenie ekstraktu, powodujace zaha-
mowanie wzrostu szczepu drobnoustroju) badanych
ekstraktow z propolisu wobec bakterii: S. aureus

oraz E. coli, a takze wobec grzyba drozdzoidalnego
z gatunku C. albicans.
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Tab. 1. AktywnoS¢ przeciwbakteryjna oraz przeciwgrzybicza

ekstraktéw z propolisu

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
Ekstrakt z propolisu
MIC [mg/ml]
EP1
Rozpuszczalnik — alkohol etylowy 2.0 100,0 25
EP2
Rozpuszczalnik — glikol propylenowy 20 100,0 25

Badane ekstrakty z propolisu, bez wzgledu na za-
stosowany rozpuszczalnik, wykazywaly taka sama ak-
tywnos$¢ wobec badanych szczepow drobnoustrojow.
Ekstrakty najsilniej hamowaly wzrost szczep6éw S. aureus
oraz C. albicans (MIC odpowiednio 2,0 i 2,5 mg/ml).
Natomiast szczep E. coli charakteryzowal sie¢ wyz-
sza opornoScia na dziatanie badanych ekstraktow
z propolisu, co jest zgodne z danymi literaturowymi
wskazujacymi, ze ekstrakty z propolisu odznaczaja sie
wyzszg aktywnoS$cia wobec bakterii Gram-dodatnich
niz Gram-ujemnych (5, 12). Ponadto, aktywnoS¢ eks-
traktéw z propolisu pochodzenia zaréwno krajowego,
jak i z innych regionéw geograficznych wobec bada-
nych drobnoustrojéw potwierdzaja liczne dane litera-
turowe (5, 6, 8, 9, 11, 12, 16). Ekstrakty z propolisu
hamowaly ponadto rozwdj innych drobnoustrojéw,
w tym m.in. Mycobacterium smegmatis, Listeria in-
nocua, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger,
Trichophyton rubrum, Penicillium chrysogenum czy
Candida tropicalis (21, 23-26).

W kolejnym etapie badan okreSlono aktywnos¢
przeciwutleniajaca ekstraktow z propolisu poprzez
wyznaczenie ich aktywnoSci przeciwrodnikowej oraz
zdolnoSci chelatowania jonéw Fe?*. Na rycinie la
przedstawiono wyniki aktywnosci przeciwrodnikowe;j
uzyskane dla ekstraktow z propolisu, a na rycinie 1b
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zaprezentowano zdolnos$¢ chelatowania jondw zela-
za (II) badanych ekstraktow.

Badane ekstrakty z propolisu charakteryzowaly
sie¢ wysoka oraz zblizona aktywnoScia przeciwrodni-
kowa (36,06% dla EP1 oraz 37,10% dla EP2), ktdra
wynosita ponad 70% aktywnoSci Troloksu, stosowa-
nego w badaniach jako standardowy antyoksydant.
Z kolei, wyniki aktywnoSci chelatowania jonéw Fe?*
wskazuja, ze badane ekstrakty wykazuja nizsza ak-
tywno$¢ niz EDTA uzyty jako zwiazek referencyj-
ny. Nieznacznie nizsza zdolnos$¢ chelatowania jonow
Fe?* obserwowana dla ekstraktu z propolisu, gdzie
jako rozpuszczalnik zastosowano glikol propylenowy
(14,03% dla EP2, zas 20,09% dla EP1), moze by¢
efektem nizszej calkowitej zawartoSci flawonoidow
w tym ekstrakcie, co przedstawiono na rycinie 2b.
Wedlug danych literaturowych zwiazki flawonoidowe
odpowiedzialne sa za tworzenie potaczen z metalami
zwanych chelatami (27). Flawonoidy maja zdolnos$¢
wigzania si¢ z wieloma pierwiastkami, w tym réwniez
metalami szkodliwymi dla zdrowia cztowieka, takimi
jak otéw, kadm, rte¢ czy kobalt (27-29).

W badanych ekstraktach z propolisu oznaczono
catkowita zawartos$¢ zwiazkéw fenolowych oraz fla-
wonoidow, a wyniki tych oznaczefi przedstawiono
odpowiednio na rycinie 2a i 2b.
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Ryc. 1a, b. Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa (a) oraz zdolnos¢ chelatowania jonéw Fe?* (b) wyznaczone dla ekstraktéw z propolisu
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Ryc. 2a, b. Calkowita zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych (a) oraz flawonoidéw (b) w badanych ekstraktach z propolisu

Analiza catkowitej zawartoSci zwigzkéw fenolo-
wych oraz flawonoidéw w ekstraktach z propolisu
wskazuje, ze ekstrakt, dla ktérego jako rozpuszczalnik
zastosowano alkohol etylowy (EP1), charakteryzuje
sie wyzsza zawarto$cia tych substancji bioaktywnych.
Rdznice w oznaczonej catkowitej zawartoSci zar6wno
zwiazkéw fenolowych (18,16 = 0,20 mg GAeq/ml dla
EP1 oraz 18,59 = 0,12 GAeqg/ml dla EP2), jak i flawo-
noidéw (6,57 * 0,22 mg Qeq/ml dla EP1 oraz 7,27 +
0,12 mg Qeg/ml dla EP2) w obu badanych ekstraktach
sa niewielkie. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze zawartos§¢
zwiazkow fenolowych i flawonoidow oraz aktywnoS$¢
biologiczna propolisu jest zalezna od wielu czynnikéw,
nie tylko od rodzaju rozpuszczalnika stosowanego
do procesu ekstrakcji surowca, ale takze miejsca
1 czasu jego pozyskania, dlatego wazna jest kontrola
jakoSci dostepnych handlowo preparatéw opartych
na produktach pszczelich (3, 17, 18, 20, 30, 31).
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