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SUMMARY

Introduction. Propolis is a resinous substance collected by honey bees Apis mellifera. Due to a significant content of compounds
with varied biological activity, propolis shows a wide spectrum of antioxidant activity. Due to increasing interest in the use of propolis
in prevention and treatment of many disease entities, the commercial offer of propolis-based preparations is constantly widening.
However, the properties of such commercial propolis preparations can be very diverse, which is related both to the origin of the raw
material itself as well as to its purification, processing and extraction of bioactive compounds.

Aim. The aim of this study was to evaluate and compare antioxidant properties of commercial propolis preparations.

Material and methods. Ten liquid commercial propolis preparations available on the Polish market from different producers con-
stituted the material tested.

The total content of phenolic compounds, flavonoids and phenolic acids was determined in the examined preparations. Moreover,
their antioxidant activity, antiradical activity in reaction with ABTS**, DPPH" and OH", reducing ability by FRAP and CUPRAC
methods and chelating ability of Fe (II) ions were evaluated.

Results. The studied propolis preparations were characterized by different content of antioxidant compounds. The total content of
polyphenols ranged from 4.62 to 215.03 mg GAE/mI, flavonoids from 0.49 to 21.26 mg QE/ml and phenolic acids from 1.16 to
28.81 mg CAE/ml. The content of antioxidant-like constituents determined the antioxidant and antiradical activities as well as the
reducing and chelating capacity of the individual samples. There was also a significant linear correlation (r = 0.69) between the
declared propolis concentration in the preparation and the total polyphenol content.

Conclusions. The correlation between the content of polyphenols and antioxidant and antiradical activity as well as reducing and
chelating ability was confirmed by significant values of linear correlation coefficients. It was stated that the concentration of propolis
alone is not the only factor determining its antioxidant activity, which is confirmed by the lowest activity of a non-alcoholic prepara-
tion with a relatively high concentration declared by the manufacturer.
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STRESZCZENIE

Wistep. Propolis jest substancjq zywiczng zbieranq przez pszczoly miodne Apis mellifera. Ze wzgledu na znaczng zawartos¢ zwigzkow
o0 zroznicowanej aktywnosci biologicznej, propolis wykazuje szerokie spektrum dziatania przeciwutleniajgcego. Ze wzgledu na wzrasta-
Jace zainteresowanie stosowaniem propolisu w profilaktyce i leczeniu wielu jednostek chorobowych, ciggle poszerza sie oferta handlowa
preparatow na jego bazie. Jednak wilasciwosci takich handlowych preparatow propolisowych mogq by¢ bardzo zréznicowane, co
Jest zwigzane zarowno z pochodzeniem samego surowca, jak i z jego oczyszczaniem, obrobkq i ekstrakcjg zwigzkow bioaktywnych.
Cel pracy. Celem pracy byla ocena i poréwnanie wiasciwosci przeciwutleniajgcych handlowych preparatow propolisowych.
Materiat i metody. Material badany stanowito 10 plynnych handlowych preparatow propolisowych dostepnych na polskim rynku
pochodzqcych od réznych producentow. W badanych preparatach oznaczono catkowitq zawartosé zwiqzkow fenolowych, flawono-
idow i kwasow fenolowych. Ponadto oceniono ich aktywnosé przeciwutleniajqcq, przeciwrodnikowq w reakcji z ABTS"*, DPPH"
i OH", zdolnos¢ redukcyjng metodami FRAP i CUPRAC oraz zdolnosci chelatowania jonéw Fe (I).

Wyniki. Badane preparaty propolisowe charakteryzowaly sie zréznicowanq zawartosciq zwiqzkoéw o charakterze przeciwutleniaczy.
Catkowita zawarto$¢ polifenoli wynosita od 4,62 do 215,03 mg GAE/ml, flawonoidéw od 0,49 do 21,26 mg QE/ml, a kwaséw
fenolowych od 1,16 do 28,81 mg CAE/ml. Zawartos¢ sktadnikéw o charakterze przeciwutleniaczy determinowata aktywnosc przeciw-
utleniajqcq i przeciwrodnikowq oraz zdolnos¢ redukcyjng i chelatujgcq poszczegolnych probek. Stwierdzono rowniez istotng korelacje
liniowg (r = 0,69) pomiedzy deklarowanym stezeniem propolisu w preparacie a catkowitq zawartosciq polifenoli.

Whrioski. Wspotzaleznosé pomiedzy zawartosciq polifenoli a aktywnosciq przeciwutleniajgcq i przeciwrodnikowq oraz zdolnosé reduk-
cyjng i chelatujqcq potwierdzono istotnymi wartosciami wspétczynnikow korelacji liniowej. Stwierdzono, ze samo stezenie propolisu
w preparacie nie jest jedynym czynnikiem decydujgcym o jego aktywnosci przeciwutleniajqcej, co potwierdza najnizsza aktywnosé
preparatu bezalkoholowego o stosunkowo wysokim deklarowanym przez producenta stezeniu.

Stowa kluczowe: propolis, preparaty handlowe, wtasciwosci przeciwutleniajace, aktywnoS$¢ przeciwrodnikowa, zdolnos¢ redukcyjna
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Wprowadzenie

Propolis jest substancja zywiczng zbierang przez
pszczoty miodne Apis mellifera, najczesciej z lisci
i pakéw kwiatowych, a takze z todyg i peknie¢ w ko-
rze wielu gatunkéw drzew (1). Pszczoly wykorzystuja
go w celach obronnych ula jako mate odkazajaca czy
dezynfekujaca, co chroni przed zakazeniem drobno-
ustrojami. Dodatkowo pszczoly pokrywaja propolisem
komorki plastra, w ktérym matka ma ztozy¢ jaja,
a takze uSmiercone jadem szkodniki, aby produkty ich
rozkladu nie stanowily zagrozenia (2). W zaleznosci od
pochodzenia geograficznego mozna wyrdznic 7 typow
propolisu: topolowy (Europa, Ameryka Péinocna),
brzozowy (Rosja), zielony brazylijski (Brazylia), czer-
wony (Kuba, Brazylia), srédziemnomorski (Sycylia,
Grecja, Malta), clusia (Kuba, Wenezuela), pacyficz-
ny (Region Pacyfiku) (3). Propolis charakteryzuje si¢
barwa od zottawo-zielonej do czerwono-ciemnobra-
zowej oraz aromatycznym zapachem, a stosowane
ekstrakty alkoholowe lub alkoholowo-wodne maja
zlozony sktad (4).

Sktad chemiczny propolisu nie jest staly, a r6z-
nice moga by¢ zauwazalne nawet miedzy surowcem
z sasiednich uli. Propolis zawiera rowniez wtérne
metabolity ro§linne, zréznicowane w zalezno§ci
od obszaru geograficznego (3). Dane literaturowe
wskazuja, ze w propolisie znajduje sie¢ okoto 150-
300 réznych substancji chemicznych (5). Mimo tak
duzej r6znorodnosci, udato si¢ wydzieli€ kilka cha-
rakterystycznych grup sktadnikéw, takich jak: zywi-
ce (ok. 50%), woski (ok. 30%), olejki eteryczne (ok.
10%), pyiki kwiatowe (ok. 5%), inne substancje,
np. sktadniki mineralne (ok. 5%) (6). Gtéwne klasy
zwigzkéw chemicznych propolisu obejmuja m.in.:
flawonoidy, fenole i zwiazki aromatyczne, lotne
olejki i terpeny (7). Podstawowymi sktadnikami
bioaktywnymi propolisu sa: kwasy fenolowe oraz
flawony, flawonole i flawanony, z ktorych najwaz-
niejsze sa: apigenina, galangina, chryzyna, kwer-
cetyna, luteolina, pinocembryna, pinobanksyna,
acacetyna i kemferol (6).

W zaleznoSci od sktadu chemicznego propolis
wykazuje szerokie spektrum aktywnoSci biologicz-
nych i farmakologicznych, w tym wlaSciwosci prze-
ciwutleniajace, przeciwzapalne, immunomodulujace,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe, kar-
dioprotekcyjne, neuroprotekeyjne i inne (6). Dzigki
wysokiej aktywnoSci cytoochronnej ekstrakty z propo-
lisu chronia ludzkie erytrocyty przed hemolitycznym
dziataniem wolnych rodnikéw, co skutecznie zapo-
biega skutkom stresu oksydacyjnego oraz chorobom
wieku starszego (8).

Za wlaSciwosci przeciwbakteryjne propolisu odpo-
wiedzialne sa estry kwaséw fenolowych, a zwlaszcza
estry etylowe kwasu kawowego oraz cynamonowe-
go i estry fenylometylowe kwasu benzoesowego (9).
Dziatanie przeciwwirusowe propolisu opiera si¢
na niszczeniu otoczki lipidowej wirusa, powodujac
uszkodzenia jego DNA i autoliz¢ (10). Wykazano
takze, ze propolis dziata przeciwgrzybiczo dzieki obec-
nosci flawonoidow (11). Duza aktywnoscia wykazuje
si¢ zwlaszcza pinocembryna, jak réwniez galangina,
pinostrobina i chryzyna (12). W zaleznosci od rodzaju
zastosowanego rozpuszczalnika, ekstrakty propolisu
w zréznicowany sposob hamuja rozwdj drobnoustro-
jow. Stosuje si¢ takie rozpuszczalniki, jak alkohol
metylowy, alkohol etylowy, n-butylowy, octan etylu
oraz aceton (13).

Aktywnos$¢ przeciwpierwotniakowa, ktorg odzna-
cza sie propolis, obserwuje si¢ poprzez hamowanie
wzrostu in vitro kultur pasozytow po inkubacji z pro-
polisem o r6znym stezeniu (11). Bliski zwigzek mie-
dzy stresem oksydacyjnym a rakiem stat sie tematem
wielu prac naukowych (14). Stwierdzono, ze propolis
ze wzgledu na silne wlaSciwoSci przeciwutleniajace
charakteryzuje si¢ aktywnoscia przeciwnowotworowa,
zarOwno w testach in vitro, jak i in vivo. Wykazano, ze
za zahamowanie wzrostu komoérek nowotworowych
odpowiadaja przede wszystkim ester fenyloetylowy
kwasu kawowego (CAPE) i artepilina C (15). CAPE
to biologicznie aktywny skladnik propolisu, ktory
hamuje podzialy komdrkowe, wptywa cytotoksycz-
nie na komdrki nowotworowe oraz powoduje ich
apoptoze (16). Dane literaturowe wskazuja réwniez,
ze na wtaSciwoSci te wplyw maja réwniez zwiaz-
ki flawonoidowe oraz ich pochodne prenylowane.
Dzialaja one przeciwutleniajaco, antyproliferacyjnie,
indukujac apoptoze, blokujaco na cykl komdérkowy,
inaktywujaco na karcynogeny. Dodatkowo zmniej-
szaja oporno$¢ lekéw przeciwnowotworowych oraz
dzialaja na kilku etapach karcynogenezy, tj. inicjacji,
promocji i progresji (17). Wiele dysfunkcji organizmu
jest zwiazanych ze wzrostem zawartoSci wolnych
rodnikéw. Propolis, ktéry zawiera okoto 50 biofla-
wonoidow, kwalifikowany jest do grupy naturalnych
produktéw o dziataniu przeciwutleniajacym (18).
Jego aktywnoS¢ przeciwutleniajaca koreluje z ak-
tywnoscia przeciwzapalna i hepatoprotekcyjna (19).
Przeciwutleniacze zapobiegaja powstawaniu stresu
oksydacyjnego (20), a flawonoidy i zwiazki feno-
lowe sa wlasnie sktadnikami odpowiedzialnymi za
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca propolisu. Wychwytuja
one wolne rodniki i dzigki temu chronia lipidy oraz
inne zwiazki, np. witamine C, przed utlenieniem
lub zniszczeniem przez stres oksydacyjny. Kwasy
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kawowy i chlorogenowy sa przeciwutleniaczami in
vitro i chronia lipoproteiny o malej gestoSci przed
utlenieniem, a wigc zapobiegaja chorobom zwia-
zanym z wiekiem (6). Ester CAPE uwazany jest za
jeden z najsilniejszych sktadnikow przeciwutleniaja-
cych propolisu (19). Aktywno$¢ przeciwutleniajaca
propolisu zalezy jednak od jego pochodzenia geogra-
ficznego i botanicznego (21) oraz metod i warunkow
otrzymywania samych ekstraktow.

Cel pracy

Ze wzgledu na wzrastajace zainteresowanie sto-
sowaniem propolisu w profilaktyce i leczeniu wielu
jednostek chorobowych, ciagle poszerza si¢ oferta
handlowa producentéw preparatéow na jego bazie.
Podstawowa wtasciwoscia propolisu jest jego dziatanie
przeciwutleniajace, zalezne od pochodzenia propolisu,
jak rowniez zwigzane z jego oczyszczaniem, obrobka
i przygotowaniem ekstraktu. Celem pracy byta ocena
i poréwnanie wtasciwosci przeciwutleniajacych han-
dlowych preparatow propolisowych.

Material i metody

Materiat badany

Materiat badawczy stanowity handlowe preparaty
propolisowe, ktérych charakterystyke przedstawiono
w tabeli 1.

Metody

Oznaczanie catkowitej zawartoSci zwiazkdw
fenolowych

Calkowita zawarto$¢ zwiagzkow fenolowych ozna-
czono w reakcji z odczynnikiem Folin-Ciocalteu zgod-
nie z metoda opracowang przez Singleton i Rossi (22).
Pomiary absorbancji wykonano przy dlugosci fali
A = 760 nm. Wynik wyrazono jako ekwiwalent kwasu
galusowego w mg GAE/ml preparatu.

Oznaczanie catkowitej zawartosci flawonoidéw

Calkowita zawarto$¢ flawonoidow oznaczono w re-
akcji z chlorkiem glinu zgodnie z metoda opraco-
wang przez Ardestani i Yazdanparast (23). Pomiar
absorbancji wykonano przy dtugosci fali A = 510 nm.
Wynik wyrazono jako ekwiwalent kwercetyny w mg
QE/ml preparatu.

Oznaczanie catkowitej zawartoSci kwasow
fenolowych

Calkowitg zawarto$¢ kwaséw fenolowych oznaczo-
no w reakcji z odczynnikiem Arnova zgodnie z metoda
opisang przez Nalewajko-Sieliwoniuk i wsp. (24).
Pomiary absorbancji wykonano przy dtugoSci fali
A = 490 nm. Calkowitg zawarto$¢ kwaséw fenolowych
wyrazono jako ekwiwalent kwasu kawowego w mg
CAE/ml preparatu.

Tab. 1. Propolisowe preparaty handlowe wykorzystane w badaniach

h?r? gﬁ;‘:; f)ar:vggi?ss: Skiad/opis preparatu

P1 50 Propolis — 20,5 g (proporcja §k§traktu 10:5), alkohol etylowy — 78% (v/v), witamina C —
2050 mg, 1,4% ilos¢ flawonoidow

P2 7 Propolis — 7%, spirytus etylowy — nie wiecej niz 70% obj., woda

P3 10 Propolis — 10%, etanol — 70% (v/v)

P4 7 Propolis — 7%, etanol — nie wiecej niz 65% obj., woda

P5 20 Ekstrakt wodny z propolisu — 20%, woda puryfikowana, kwas cytrynowy, sorbinian potasu, BA

P6 10 Propolis — 10%, etanol — 70% (v/v)

P7 3 Propolis — 3%, etanol — nie wiecej niz 90% obj.

P8 10 Biopropolis — 10%, etanol — 70 % (v/v), woda — 20%

P9 20 Kit pszczeli w postaci 20% roztworu alkoholowego

P10 10 Bezalkoholowy ekstrakt z propolisu — 10% BA

*BA - produkt bezalkoholowy
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Oznaczanie catkowitej aktywnoSci
przeciwutleniajacej

Catkowitg zawarto$¢ flawonoidéw oznaczono
w reakcji z roztworem molibdenianu (VI) amo-
nu zgodnie z metoda opracowana przez Prieto
i wsp. (25). Pomiary absorbancji wykonano przy
dtugosci fali A = 695 nm. Wynik wyrazono jako
ekwiwalent kwasu askorbinowego w mM AAE/ml
preparatu.

Oznaczanie aktywnoSci przeciwrodnikowej w reakcji
z ABTS"*

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa oznaczono w reakc;ji
z roztworem rodnika kationowego ABTS'* zgodnie
z metodg opracowang przez Baltrusaityteé i wsp. (26).
Pomiary absorbancji wykonano przy dlugosci fali
A = 734 nm. Wynik wyrazono jako ekwiwalent tro-
loksu w mM TE/ml preparatu.

Oznaczanie aktywnoSci przeciwrodnikowej w re-
akcji z DPPH*

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa oznaczono w reakc;ji
z metanolowym roztworem DPPH" zgodnie z metoda
opracowang przez Blois (27). Pomiary absorbancji
wykonano przy dtugosci fali A = 515 nm. Wynik
wyrazono jako ekwiwalent troloksu w mM TE/ml
preparatu.

Oznaczanie zdolnoSci dezaktywacji rodnika
hydroksylowego OH*

Zdolnos¢ dezaktywacji rodnika hydroksylowego
oznaczono w reakcji z nadtlenkiem wodoru zgodnie
z metoda opracowang przez Halliwell i wsp. (28).
Pomiary absorbancji wykonano przy dlugosci fali
A = 530 nm. Wynik wyrazono jako ekwiwalent kwer-
cetyny w mg QE/ml preparatu.

Oznaczanie zdolnosci redukcyjnej metodag FRAP

Zdolnos¢ redukujaca oznaczono w reakcji z roztwo-
rem chlorku zelaza (III) zgodnie z metoda opraco-
wang przez Benzie i Strain (29). Pomiary absorbancji
wykonano przy dtugoSci fali A = 593 nm. Wynik
wyrazono w mM Fe (II)/ml preparatu.

Oznaczanie zdolnosci redukcyjnej metoda
CUPRAC

Zdolno$¢ redukujaca oznaczono w reakcji z roz-
tworem chlorku miedzi (II) zgodnie z metoda opra-
cowang przez Apak i wsp. (30). Pomiary absorbancji
wykonano przy dtugoSci fali A = 450 nm. Wynik
wyrazono jako ekwiwalent troloksu w mM TE/ml
preparatu.

Oznaczanie zdolnoS$ci chelatowania jonéw
zelaza (II)

Zdolnos¢ chelatowania oznaczono w reakcji z jona-
mi zelaza Fe?* zgodnie z metoda opracowana przez
Jug i wsp. (31). Pomiary absorbancji wykonano przy
dlugosci fali A = 545 nm.

Wszystkie pomiary absorbancji wykonano z wyko-
rzystaniem spektrofotometru UV/Vis V530 (Jasco,
Japonia).

Analiza statystyczna

Istotnos$¢ réznic pomiedzy wartoSciami Srednimi
otrzymanymi z trzech niezaleznych powtdrzen oce-
niono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji oraz testu Tukeya przy poziomie istotnosci
0,05. W celu oceny istnienia wspoizaleznoSci pomig-
dzy badanymi parametrami wyznaczono wartosci
wspOtczynnikow korelacji liniowej Pearsona, a ich
istotno$¢ zweryfikowano na poziomie 0,05. Ponadto
przeprowadzono analiz¢ sktadowych gtéwnych (PCA).
Obliczenia wykonano z wykorzystaniem programu
Statistica v. 12 (Statsoft, USA).

Wyniki i dyskusja

Na bioaktywno$¢ produktéw pszczelich wptywa wiele
czynnikow, wsrod ktorych nalezy wymieni¢ pochodze-
nie geograficzne, sezon i czas zbioréw, rodzaj roSlin
i ich sktad chemiczny, a takze metody pozyskiwania
i przetwarzania surowca (32). Zwiazki fenolowe, ich
rodzaj i stezenie sa gtéwnymi sktadnikami, ktére od-
powiadaja za wlasciwosci bioaktywne propolisu (1).
Whyniki catkowitej zawartos¢ polifenoli (TPC), flawo-
noidéw (TFC) i kwaséw fenolowych (TPAC) handlo-
wych preparatéw propolisowych zestawiono w tabeli 2.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
najwicksza zawartoScia polifenoli, tj. 43,55 mg GAE/ml,
charakteryzowat si¢ preparat P1, natomiast najmniej-
sza — 0,44 mg GAE/ml — P5 BA. Preparaty P3, P6 oraz
P8 o stezeniu propolisu 10% odznaczaly si¢ podobna
zawartoScig polifenoli. Réwniez preparaty o stezeniu
7% (P2 i P4) zawieraly zblizong ilo$¢ zwiazkéw po-
lifenolowych (tab. 2). Najwicksza zawartoscig flawo-
noidéw — 21,26 QE/ml — charakteryzowat si¢ réwniez
preparat P1, a najmniejsza — 0,49 mg QE/ml — probka
P5 BA (tab. 2), co potwierdza znaczne zréznicowa-
nie w sktadzie poszczeg6lnych preparatow. Podobnie
w przypadku kwaséw fenolowych, ich najwieksza za-
wartosc, tj. 28,81 mg CAE/ml, wykazywal preparat P1,
natomiast najmniejsza P5 (1,16 mg CAE/ml). Analiza
statystyczna wykazata istotne zr6znicowanie w zawarto-
Sci tej grupy zwiazkow pomiedzy poszczegdlnymi prob-
kami ekstraktow. Poniewaz zawarto$¢ flawonoidow
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Tab. 2. Catkowita zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych (TPC), flawonoidéw (TFC) oraz kwaséw fenolowych (TPAC) w ana-
lizowanych preparatach propolisowych

Preparat handlowy [mg Ii:%/ml] [mngg/mu [mngﬁcE:/mI]
P1 43,552 + 0,01 21,26 = 0,56 28,812 £ 0,10
P2 17,10' = 0,22 11,67° = 0,13 22,83 + 0,02
P3 21,98° = 0,19 15,35° = 0,29 25,32¢ = 0,12
P4 15,959 + 0,20 12,78 = 0,09 20,789 = 0,10
P5 0,44 = 0,00 0,49 = 0,01 1,16' £ 0,04
P6 20,69° + 0,43 16,17° = 0,04 25,35° = 0,03
P7 6,41" + 0,07 16,00° = 0,17 9,24" + 0,15
P8 17,98° = 0,20 12,10° = 0,07 23,98° £ 0,05
P9 18,84 + 0,08 12,76 = 0,21 25,70° = 0,07
P10 19,43° = 0,27 15,31¢ = 0,07 26,25 + 0,01

*WartoSci Srednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢ istotnie statystycznie przy poziomie

istotnosci o = 0,05

oraz kwaséw fenolowych jest SciSle powigzana z catl-
kowita zawartoScia polifenoli, stwierdzono tutaj, znane
z literatury, statystycznie istotne dodatnie korelacje
liniowe pomiedzy catkowita zawartoscia polifenoli
a catkowita zawartoscia flawonoidéw (r = 0,78) oraz
kwasow fenolowych (r = 0,82). Kluczowym czynnikiem
majacym wplyw na zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych
jest stezenie samego propolisu w preparacie. Jak wska-
zuja dane zawarte w tabeli 2, najwieksza zawartoScia
zwiazkéw fenolowych, w tym flawonoidéw i kwaséw
fenolowych, charakteryzowat si¢ preparat P1, ktory
zgodnie z deklaracja producenta zawieral najwicksze
jego stezenie (50%) (tab. 1). Preparat ten posiadat
réwniez znaczny dodatek witaminy C (2050 mg), be-
dacej przeciwutleniaczem. Z kolei preparat PS5 BA,
pomimo wysokiej, deklarowanej przez producenta
zawartoSci propolisu (20%), miat najmniejsza zawar-
to$¢ polifenoli. Wynika¢ to moze z réznic w metodyce
pozyskiwania i ekstrakeji propolisu, co w konsekwen-
cji wplywa na sktad chemiczny ekstraktu. Surowiec
do otrzymywania takich produktéw, jak tabletki, kap-
sulki i syropy, pozyskuje sie przez ekstrakcje etanolem.
Metanol jako ekstrahent wykorzystuje sie wytacznie
w celach badawczych. Niektore sktadniki propolisu sa
rowniez czesciowo rozpuszczalne w wodzie, stad tez
dostepno$¢ na rynku produktéw na bazie wody (33).
Na uwage zashuguje rowniez fakt, iz preparat P10 BA
o stezeniu 10%, ktdry zgodnie z deklaracja producenta
rowniez jest produktem bezalkoholowym, odznacza si¢

znacznie wyzsza zawartoScia polifenoli ogétem, flawo-
noidéw i kwaséw fenolowych od prébki P5 o wyzszym
deklarowanym stezeniu. Przeprowadzona analiza staty-
styczna wykazala istotna korelacje pomiedzy stezeniem
propolisu deklarowanym przez producenta a catkowita
zawartoscia zwigzkow fenolowych (r = 0,69), natomiast
nie stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem prepa-
ratu a catkowitg zawartoscig flawonoidéw i kwaséw
fenolowych.

Kolejnym istotnym czynnikiem majacym wptyw
na aktywnos$¢ propolisu jest jego sktad, ktory roz-
ni si¢ ze wzgledu na pochodzenie geograficzne (6).
W opisie dostarczonym wraz z produktem brakuje
informacji w tym zakresie, jednak dane literaturowe
wielokrotnie potwierdzaja wplyw pochodzenia propo-
lisu na jego sktad, wlasciwosci i aktywno$¢ biologiczna.
liSciowe topoli czarnej (Populus nigra) oraz rézne
gatunki olszy (Alnus) i brzozy (Betula), co Swiadczy
o réznorodnoS$ci zaréwno sktadu, jak i whasciwosci
propolisu (34).

Zwiazki fenolowe, w tym flawonoidy i kwasy fe-
nolowe, sa sktadnikami odpowiedzialnymi za aktyw-
nos¢ przeciwutleniajaca propolisu. Wychwytuja one
wolne rodniki i dzieki temu chronig lipidy oraz inne
zwiazki, np. witaming C lub polifenolowe zwiazki
o charakterze barwnikéw (35). Calkowita aktywnoSc¢
przeciwutleniajaca handlowych preparatéw propo-
lisowych przedstawiono na rycinie 1. Jej wartoSci
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mieScily sie w zakresie od 4,62 do 215,03 mM AAE/ml.
Najwyzsza aktywnoscia, tj. 215,03 mM AAE/ml, cha-
rakteryzowal sie preparat P1, ktéry wykazatl 2 razy
wieksza aktywnoS$¢ od preparatu P3. Najmniejsza ak-
tywnoscig przeciwutleniajaca, réwna 4,62 mM AAE/ml,
charakteryzuje si¢ preparat P5 BA. Wynik ten zna-
czaco rozni si¢ od pozostalych préobek, ktorych ak-
tywnos¢ zawierala si¢ w przedziale 42,80-215,03 mM
AAE/ml. Preparat P10 BA, mimo iz jest produktem
bezalkoholowym i ma nizsze stezenie anizeli P5 BA,

charakteryzuje si¢ znacznie wyzsza aktywnoscia.
Wykazano istotnie dodatnia korelacje liniowa po-
miedzy catkowita aktywnoS$cia przeciwutleniajaca
a calkowita zawartoScia polifenoli (r = 0,95), catko-
witg zawartoscig flawonoidéw (r = 0,81) i catkowitg
zawarto$cia kwaséw fenolowych (r = 0,82).
Przeciwutleniacze sa zwiazkami redukujacymi, dla-
tego metody oznaczania ich aktywnoSci opieraja si¢
na pomiarze redukcji danego indykatora przez prze-
ciwutleniacze. W tabeli 3 zestawiono wyniki aktywnosci

Tab. 3. Aktywno$¢ przeciwrodnikowa analizowanych preparatéw propolisowych

O el ey [mIII}IIB¥2;nI] [mII:\)IIP1?£I/;nI] [mgoQHE./mI]
P1 0,66° + 0,00 3,73% + 0,00 1425,77° + 1,76
P2 0,587 + 0,00 1,35¢ + 0,00 1562,56* + 1,60
P3 0,93" = 0,01 2,06° + 0,01 1126,92¢ = 1,76
P4 0,39" + 0,01 1,51¢ + 0,01 793,08" + 1,15
P5 0,0030' = 0,00 0,70 + 0,02 416,03 + 0,97
P6 0,72° + 0,00 1,58° + 0,01 1068,33 + 1,18
P7 0,14' = 0,00 0,94' = 0,02 795,777 + 1,68
P8 0,45° = 0,01 1,017 £ 0,00 1400,38¢ + 1,39
P9 0,54¢ = 0,01 1,130 + 0,01 996,799 + 1,73
P10 0,49' = 0,00 1,21" £ 0,00 1412,44° = 1,55

Wartosci Srednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znia si¢ istotnie statystycznie przy poziomie

istotnosci o = 0,05

250

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca [mM AAE/ml]
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Rye. 1. Catkowita aktywnos¢ przeciwutleniajaca preparatéw propolisowych. Wartosci Srednie oznaczone tymi samymi literami
nie réznig si¢ istotnie statystycznie przy poziomie istotnosci o = 0,05
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przeciwrodnikowej preparatéw propolisowych wobec
kationorodnika ABTS"*, ktory jest redukowany przez
przeciwutleniacze w zaleznoSci od ich st¢zenia, aktyw-
nosci i czasu trwania reakcji. Najwicksza aktywnosc¢
przeciwrodnikowa 0,93 mM TE/ml wykazatl preparat
P3, natomiast najmniejsza P5 BA, dla ktérego aktyw-
no$¢ wynosi jedynie 0,003 mM TE/ml. Stwierdzono
statystycznie istotne korelacje liniowe pomiedzy ak-
tywnoScia przeciwrodnikowa wobec ABTS * a cal-
kowitg zawartoscia zwiazkéw fenolowych (r = 0,71),
calkowita zawartoScia flawonoidéw (r = 0,62), cat-
kowitg zawartoscia kwaséw fenolowych (r = 0,86).
AktywnoS§¢ przeciwrodnikowa badanych prepa-
ratow oceniono réwniez w reakcji z rodnikiem
DPPH". Najwigksza aktywnoscia (3,73 mM TE/ml)
w stosunku do tego rodnika wykazywat preparat P1,
natomiast najmniejsza — P5 BA (0,70 mM TE/ml).
Podobnie jak w poprzednim przypadku, wykaza-
no wysoki dodatni wspétczynnik korelacji liniowej
pomiedzy wynikami aktywnoS$ci przeciwrodnikowej
w reakcji z DPPH" a calkowita zawartoScia zwiazkow
fenolowych (r = ,91), catkowita zawartoscia flawono-
idow (r = 0,68) i catkowitg aktywnoScia przeciwutle-
niajaca (r = 0,87). Rodnik hydroksylowy ("OH) jest
najbardziej toksycznym i reaktywnym wolnym rodni-
kiem, ktéry powstaje m.in. w reakcji Fentona. Jest tez
silnym utleniaczem, a jego potencjat redoks zalezy od
pH $rodowiska (36). W tabeli 3 przedstawiono wyniki
zdolnosci preparatow propolisowych do dezaktywacji
rodnika hydroksylowego. Najwicksza aktywno$¢ w tym

zakresie wykazal preparat P2 (1562,56 mg QE/ml),
natomiast najmniejsza PS BA (416,03 mg QE/ml).
Wykazano istotna pozytywna korelacje liniowa
pomiedzy zdolno$ciag do dezaktywacji rodnika hy-
droksylowego a TPC (r = 0,67) i TPAC (r = 0,79).
Natomiast deklarowane przez producenta stezenia
preparatu korelowaly istotnie jedynie z aktywnoScia
wobec DPPH" (r = 0,77). Réwniez nie stwierdzono
istotnych korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi
z wykorzystaniem réznych rodnikéw, na co wplyw
moze mie¢ zroznicowany profil zwiazkow fenolowych
wystepujacych w poszczeg6lnych preparatach. Jak
podaja Socha i wsp. (34), zwiazki obecne w propolisie
odznaczaja si¢ r6zna aktywnoscia przeciwrodnikowa,
np. kwasy p-kumarowy i izoferulowy wykazuja wysoka
aktywno$¢ wobec rodnika DPPH", z kolei galangina
wykazuje znacznie wyzsza aktywnoSc¢ przeciwrodniko-
wa w badaniu z DPPH" niz ABTS"*.

WtasciwoSci redukujace handlowych prepara-
tow propolisowych oznaczono réwniez metoda-
mi wykorzystujacymi zdolno§¢ do redukcji jonéw
metali (tab. 4). Najwieksza zdolnoScia redukcyjna
oznaczona metoda FRAP charakteryzowat si¢ pre-
parat P1 (989,14 mM Fe (II)/ml), natomiast naj-
mniejsza — PS5 BA (20,90 mM Fe (II)/ml). Wyniki te
istotnie koreluja z catkowita zawartoScia zwigzkow
fenolowych (r = 0,96), flawonoidoéw (r = 0,77)
i kwasow fenolowych (r = 0,69), a takze z catkowita
aktywnoScia przeciwutleniajaca (r = 0,87) i przeciw-
rodnikowa z reakcji z DPPH" (r = 0,91). Zdolno&¢

Tab. 4. Wiasciwosci redukujace i zdolnos¢ chelatowania jondw zelaza Fe**

Preparat handlowy [mMFlgel-(\lll)) ool [n?ﬂelfl‘il./\gl] ChA Fe(ll) [%]
P1 989,14% + 2,09 1,06¢ + 0,03 34,36° + 0,20
P2 385,98 + 3,76 0,21¢ + 0,00 10,059 + 0,10
P3 331,33 = 1,81 0,24° = 0,01 22,14° + 0,07
P4 386,489 + 0,18 0,7¢ + 0,00 5,200 + 0,11
P5 20,90" + 0,05 0,01¢ = 0,00 117 + 0,13
P6 415,34° = 0,66 0,26° = 0,00 12,311 = 0,10
P7 245799 + 3,43 0,15¢ = 0,00 2,36 + 0,08
P8 362,91° + 2,42 0,24 + 0,00 27,85° = 0,11
P9 396,51 + 4,15 0,26° = 0,00 16,38° = 0,11
P10 331,09 + 0,74 0,23>¢ + 0,00 19,439 + 0,08

*WartoSci §rednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie réznia si¢ istotnie statystycznie przy poziomie

istotnosci a. = 0,05
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redukujaca badanych preparatéw propolisowych
oznaczono réwniez metoda CUPRAC (tab. 4).
Podobnie jak w przypadku metody FRAP, naj-
wickszg zdolno$cia redukujaca charakteryzowat
si¢ preparat P1, natomiast najmniejsza — prob-
ka P5 BA, co potwierdza bardzo silna dodatnia
korelacja liniowa (r = 0,92) pomi¢dzy wynikami
uzyskanymi z wykorzystaniem tych dwdoch metod.
Ponadto wyniki uzyskane metoda CUPRAC istot-
nie korelowaly z calkowita zawartoScia zwigzkéw
fenolowych (r = 0,92) i flawonoidéw (r = 0,69),
aktywnoScia przeciwutleniajaca (r = 0,84) i przeciw-
rodnikowa w reakcji z DPPH" (r = 0,93). Ponadto
stwierdzono istotng korelacje pomiedzy deklarowa-
nym przez producenta stezeniem preparatow a zdol-
noscig redukeyjng wyznaczong metoda FRAP (0,73)
oraz CUPRAC (r = 0,86).

Dodatkowym parametrem w ocenie badanych
preparatéw bylo okreSlenie ich zdolnosci do che-
latowania jonow zelaza (II) (tab. 4). Reakcje che-
latowania polegaja na tworzeniu kompleksow
metali, np. z jonami zelaza lub miedzi, przez
zwiazki posiadajace grupy funkcyjne, jak flawo-
noidy. W wyniku tego procesu zdolno$¢ metali
ciezkich do katalizowania reakcji utleniania ule-
gaja zahamowaniu (37). Podobnie do poprzed-
nich wynikéw, najwyzsza aktywnos¢ wykazat pre-
parat P1 (34,36%), a najmniejsza P5 BA (1,17 %).
Zdolno$¢ badanych preparatow do chelatowania
jonéw Fe (II) istotnie dodatnio korelowata z cat-
kowita zawartoScia polifenoli (r = 0,84), kwasow
fenolowych (r = 0,75) oraz aktywnoScia przeciwu-
tleniajaca (r = 0,79), przeciwrodnikowa w reakcji
z rodnikami: ABTS** (r = 0,63), DPPH" (r = 0,67),
*OH (r = 0,72), a takze zdolnos$cig redukcyjng
w metodzie CUPRAC (r = 0,75) i FRAP (r = 0,73).

a)
UPRAC
2
8 TPC
- 0 fa——=
[9\]
[T

F1:76,13%

Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji po-
miedzy zdolnoScig do chelatowania jonéw Fe (II)
a deklarowanym stezeniem propolis w preparatach.

Przeprowadzona analiza sktadowych glow-
nych (PCA) pozwolita uzyskac projekcje zmien-
nych na plaszczyzne czynnikéw pod katem zasto-
sowanych metod (ryc. 2a) oraz rzut przypadkéw
na plaszczyzne czynnikéw (ryc. 2b). Dwie pierwsze
gléwne sktadowe wyjasniaja 76,13 i 11,09% wa-
riancji zmiennych pierwotnych. Potwierdzono tu
wystepowanie dodatniej korelacji pomiedzy wy-
nikami uzyskanymi metodami CUPRAC, DPPH
i FRAP, nastepnie miedzy wynikami catkowitej
zawartoSci zwiazkow fenolowych, catkowita aktyw-
noScia przeciwutleniajaca, catkowita zawartoscia
flawonoidéw i chelatowaniem jondw zelaza (II), jak
réwniez pomiedzy wynikami catkowitej zawartosci
zwigzkow fenolowych, ABTS"* i zdolnosci dezak-
tywacji rodnika "“OH. Z kolei analizujac rycing 2b,
mozna zaobserwowad, ktore preparaty handlowe
sa do siebie podobne pod wzgledem wlasciwoSci
przeciwutleniajacych, a ktére znaczaco réznia sie
od siebie. Sposrod wszystkich preparatow najbar-
dziej wyrdznia sie P1, ktéry jako jedyny lezy w 11
¢wiartce uktadu wspotrzednych. Posiadat on naj-
wyzsze, deklarowane stezenie propolisu (50%),
stad tak duza jego aktywnoS$¢ przeciwutleniajaca.
W I ¢wiartce znajduja si¢ preparaty, ktére odzna-
czata niska aktywnoS¢ przeciwutleniajaca, tj. P4
o stezeniu propolisu 7%, PS5 BA o stezeniu 20%
i P72 3% stezeniem propolisu. Pozostale preparaty
umieszczone sa w III éwiartce, co §wiadczy o ich
duzym podobienstwie. Sa to preparaty P3, P6, P§
o stezeniu propolisu 7% i P10 BA o stezeniu 10%.
Preparaty P2 (7%) i P9 (20%) znajdujg si¢ na gra-
nicy III i IV éwiartki.
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Ryc. 2a, b. Projekcja zmiennych na ptaszczyzne czynnikéw (a) oraz rzut przypadkow na ptaszczyzne czynnikéw (b)
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1.

Whioski

Badane preparaty propolisowe charakteryzowaly
sie zréznicowang zawartoScig zwigzkéw o cha-
rakterze przeciwutleniaczy. Catkowita zawartoS¢
polifenoli wynosita od 4,62 do 215,03 mg GAE/ml,
flawonoidéw od 0,49 do 21,26 mg QE/ml, a kwasow
fenolowych od 1,16 do 28,81 mg CAE/ml.

. Zawarto$¢ sktadnikéw o charakterze przeciw-

utleniaczy determinowala aktywno$¢ przeciw-
utleniajaca i przeciwrodnikowa oraz zdolnos§¢
redukcyjna i chelatujaca poszczegdlnych probek,
co zostato potwierdzone wysokimi wartoSciami
wspOtczynnikéw korelacji liniowej pomiedzy za-
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