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Charakterystyka propolisu

©® Kit pszczeli to mieszanina gum

naturalnych i zywicznych oraz smolistych, Pogladowy skiad chemiczny * Zywice i substancje
balsamicznych i  woskowych substancji 12%__ 41% balsamiczne

' i * Woski
powlekajgcych miode paczki drzew, 10%__ <<l

krzewdw i roslin zielonych (paczki: lisciowe,
katowe, wierzchotkowe, kwiatowe);

w Substancje lotne
©  Substancjami tymi sg: zywice, balsamy, 14% !l

Rys. 1 Ogélny sktad chemiczny, oprac. Piotr Nowotnik

ttuszcze, $luzy, gumy, kleje, lateksy oraz SHIHEMELS
woski - chronig tkanki roslinne przed garanKO\fve
mrozem, pasozytami, szkodnikami i 23% _— = Pytek kwiatowy
infekcjami;

Rys. 2 Kierunkowa aktywnos¢ biologiczna propolisu, oprac. Piotr Nowotnik

®©  Popularnym zrédtem botanicznym sg np. .
sSwierki, jodly, sosny, modrzewie, brzozy, [Znieczulajqce
olchy, topole czy osiki;

©®© Barwa obnézy zywicznych: jasnozotte,

zielone, czerwone, czerwono-brgzowe, [Przc_eciwnowotworowe
i cytostatyczne

bursztynowo-pomaranczowe, brgzowe;

©  Substancje propoliso-tworcze przy uzyciu
zuwaczek i sity przednich nég sg zgryzane,
zlizywane, zczesywane i formowane w
grudki z dodatkiem $liny, catos¢ w formie
obndézy ulokowywana jest na 3 parze
odndzy robotnicy;
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® analiza

Cel | zakres pracy

Celem pracy byta:

fizyko-chemiczna
probek propolisu z roéznych
czesci Europy,

okreslenie 1 porownanie ich
wtasciwoscCi
przeciwdrobnoustrojowych,

mogacych odnalez¢
zastosowanie "
konserwowaniu i
zabezpieczaniu ZYWNOSCI

przed aktywnoscig szkodliwe]
mikroflory;

Zakres pracy obejmowat:
®© Wykonanie etanolowych ekstraktow propolisu;
©@ Analize jakosciowg probek propolisu;
© Okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

poprzez
wzgledem
(bakterii, drozdzy i plesni);

wyznaczenie MIC,
drobnoustrojow

MBC, MFC
wzorcowych

®© Wyznaczenie krzywe] smierci (ang. time-kill)
bakterii pod wptywem etanolowych ekstraktow z

propolisu (EEP);

® Oznaczanie catkowitej zawartosci

polifenoli 1 flawonoidow w EEP;
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Wplyw pochodzenia geograficznego propolisu na jego wlasciwosc

Tabela 1. Materiat pracy Tabela 2. Materiat biologiczny — testowane szczepy bakterii

Kraj pochodzenia | Rasapszczét | Datapobrania | Gramowos¢ | Nazwasystematyczna
zula Gram-dodatnie Staphylococcus aureus ATCC 25923

Wiochy Apis mellifera 05/2017
ligustica
Polska Apis mellifera 08/2017
TR |

ATCC 33090
PZH-NIZP ,S”

ATCC 27853

ATCC 700728 |
b
ATCC 8090

Fot. 1 Komora laminarna, fot. Piotr Nowotnik
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Materiat | metodyka pracy -2

Rodzaj Nazwa systematyczna Szczep
drozdze Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Rhodotorula mucilaginosa ATCC 66034
Candida krusei ATCC 14243
Candida albicans ATCC 90028
plesnie Aspergillus niger ATCC 9142
Aspergillus ochraceus KKP 124
Aspergillus wentii LOCK
Penicillium chrysogenum ATTC 10136
Penicillium expansum KKP 774
Fusarium solani ATCC 36031
Rhizopus stolonifer ATCC 14037
Botrytis cinerea IOR 2110
Cladosporium ATCC 16022
cladosporioides
Alternaria solani ATCC 16022
Mucor mucedo ATCC 38694
Colletotrichum DSM 62146

gloeosporioides
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Materiat | metodyka pracy -3

Analiza jakosciowa — chemiczno-fizyczna probek Ekspertyza przeciwdrobnoustrojowa [CLSI M07-A9,
surowego propolisu: CLSI M27-A3, CLSI M38-A2, Jorgensen i Ferraro 2009]:

© Opis miejsca pobrania, twardosci, koloru, @
konsystencji probek propolisu [Kasote | wsp. 2017];
. . : ®© Oznaczanie minimalnego stezenia bakteriobdjczego
® Charaliterystyka m|2kri)$k_opowa probek propolisu (MBC) i grzybobéjczegog(MFCe) EEP (32, 16, 8, le 2’91’
[Sosa-Lopez i wsp. 2017]; 0,5 mg/cm3) metodg mikrorozcienczen:;

Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC);

® Okreslenie zawartosci wody w probkach propolisu . : ., N
[Feas i wsp. 2014]; A bty © Oznaczanie liczby drobnoustrojow w zaleznosci od

czasu dziatania EEP wtoskiego [Al-Ani i wsp. 2018];

®  Okreslenie pH w probkach EEP [Feas i wsp. 2014];

©  Okreslenie rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych 38 ca = | &
substancji w prébkach propolisu [Feas i wsp. 2014]; @ f , (V ’v :\;,@{;;;,;QQ

® Okreslenie ilosci substanciji rozpuszczalnych w 70% P~ st s s s s A A
etanolu w prébkach propolisu; | A AS AT TA N S %

®  Okreslenie zawartosci wosku w prébkach propolisu ' © e e ) ©.8 &
[Hogendoorn i wsp. 2013]; ee e

® Oznaczenie gestosci EEP; Pl oo b o

® Oznaczenie catkowitej zawartosci polifenoli |

flawonoidow w EEP [Al-Ani i wsp. 2018];

Fot. 2 96-dotkowa ptytka do wyznaczania MIC, fot. Piotr Nowotnik
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Tabela 4. Wartosci MIC, MBC, MFC w EEP

Wplyw pochodzenia geograficznego propolisu na jego wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe |

Nazwa szczepu EEP wloski EEP angielski EEP polski
[mg/cm3]
Bakterie Gram-dodatnie MIC MBC/MFC MIC MBC/MFC MIC MBC/MFC

Staphylococcus aureus ATCC 25923 4 >32 2 32 4 >32
Enterococcus faecalis ATCC 29212 8 >32 8 32 8 32
Bacillus subtilis ATCC 6633 4 >32 2 >32 1 >32
Bacillus cereus ATCC 11778 4 >32 2 >32 2 >32
Listeria monocytogenes PZH-NIZP 2 >32 4 >32 8 32
Listeria monocytogenes ATCC 7644 4 16 4 8 4 8

Listeria innocua ATCC 33090 2 >32 4 >32 8 32

Bakterie Gram-ujemne
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 32 >32 32 >32 32 >32
Shigella sonnei PZH-NIZP ,.S” 8 32 8 32 8 32
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 4 >32 16 >32 16 >32
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 4 >32 8 >32 8 32
Escherichia coli ATCC 25922 8 >32 16 32 16 >32
Escherichia coli 0157:H7 ATCC 700728 16 32 16 >32 32 >32
Proteus mirabilis ATCC 35659 8 8 16 16 16
Citrobacter freundii ATCC 8090 4 16 4 32
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 32 >32 32 >32 32 32
Drozdze

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 1 2 2 4 4 4

Candida krusei ATCC 14243 1 4 2 8 2 16
Candida albicans ATCC 10231 1 1 2 8 8 32
Rhodotorula mucilaginosa ATCC 66034 1 2 2 8 4 32
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Tabela 5. Wartosci MIC i MFC w EEP

Wplyw pochodzenia geograficznego propolisu na jego wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

EEP wloski EEP angielski EEP polski
Nazwa szczepu [mg/em]

MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Aspergillus niger ATCC 9142 il il 2 2 4 8
Aspergillus ochraceus KKP 124 2 7 4 4 8 8
Aspergillus wenti LOCK G >32 32 >32 >32 >32
Penicillium chrysogenum ATCC 10136 4 8 4 8 8 32
Penicillium expansum KKP 774 2 > 4 4 8 8
Fusarium solani ATCC 36031 7 2 4 8 16 16
Rhizopus stolonifer ATCC 14037 il 4 2 8 1 16
Botrytis cinerea IOR 2110 1 2 2 2 2 2
Cladosporium cladosporoides ATCC 16022 1 2 4 4 4 8
Alternaria solani ATCC 16022 2 2 4 4 2 2
Colletotrichum gloeosporioides DSM 62146 1 i. al 1 2 2
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Omowienie | dyskusja wynikow -3

@ Kontrola
- Kontrola 3
& 0,125 mg/cm
= 0,125 mg/cm?® 'E 5
A 4 0,25 mg/cm
g e -4 0,25 mg/cm? S
= " = ¥ 0,5 mg/cm®
= —aA ¥ 0,5 mg/cm =
=) . 4 o 3
> -+ 1 mg/cm
_8;‘ -+ 1 mg/cm?® < g
3
. & 2 mg/cm? O # 2 mg/cm
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Czas [h] Czas [h]
Rysunek 3. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na zywotno$é Rysunek 4. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na zywotnosé
komérek bakteryjnych Staphylococcus aureus ATCC 25923 komérek bakteryjnych Bacillus cereus ATCC 11778
12- K | 12
- &
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&= 9 —~ 9 o~ ’
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o 7
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31 £ 2 mg/cm® 91
2- 2]
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Rysunek 5. Krzywa zabicia okreslajaca zalezno$¢ pomigdzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na zywotno$¢ Rysunek 6. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na 2ywdm
komorek bakteryjnych Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakteryjnych Listeria innocua ATCC 33090




Omowienie | dyskusja wynikow -4

12-
- Kontrola 14 -® Kontrola
3 10 3
# 0,125 mg/cm 9 % 0,125 mg/cm
Q’A ‘”A .
£ 8 4 0,25 mg/cm® £ 8 + 0,25 mg/cm®
p 7
4 * 0,5 mg/cm® S 6 ¥ 0,5 mg/cm®
5 X
o 4 -+ 1 mg/cm® o 44 <+ 1 mg/cm®
-l -
31 & 3 31
2. 2 mg/cm 2.
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Czas [h] Czas [h]
Rysunek 7. Krzywa zabicia okreslajaca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na zywotno$é Rysunek 8. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na
komorek bakteryjnych Salmonella Enteritidis ATCC 13076 zywotnos¢ komorek bakteryjnych Shigella sonnei PZH-NIZP “S”
12+
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Rysunek 9. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na zywotno$é Rysunek 10. Krzywa zabicia okre$lajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddzia}aﬁ;\;ania na &
komérek bakteryjnych Escherichia coli ATCC 25922 zywotnos¢ komoérek bakteryjnych Escherichia coli 0157:H7 ATCC 700728 [ I



Omowienie | dyskusja wynikow -5

12

111 - Kontrola

12' ® 0,125 mg/cm®
— 9
g :- + 0,25 mg/cm?®
4
5 6 * 0,5 mg/cm?®
2 5.
§' 4 <+ 1 mg/cm?®

31 £ 2 mg/cm?®

f & 3 mg/cm®

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Czas [h]

Rysunek 11. Krzywa zabicia okreslajgca zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EEP a czasem jego oddziatywania na
zywotno$¢ komorek bakteryjnych Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Tabela 6. Analiza catkowitej zawartosci polifenoli oraz flawonoidéw w badanych EEP

Fot. 3 Plytki do okreslenia MIC, fot. Piotr Nowotnik

polski wloski angielski
EEP mg CAE/g EEP mg QE/g EEP mg CAE/g EEP mg QE/g EEP mg CAE/g EEP mg QE/g EEP
Polifenole Flawonoidy Polifenole Flawonoidy Polifenole Flawonoidy
Probal 102,71 4,15 130,60 6,51 124,49 6,19
Proba 11 101,93 3,717 132,16 6,07 129,60 6,28
Proba 11 116,16 3,85 133,82 5,93 120,38 5,93
Srednia + SD 106,93 + 8,00 3,93 + 0,20 132,19 + 1,61 6,17 + 0,30 124,82 + 4,62 6,14 + 0,18
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Podsumowanie | wnioski -1

% Charakterystyka probek surowego propolisu pochodzacych z Polski, UK i Wioch

L)

4

(g

wykazata réznice pomiedzy zawartosciami: wody, suchej substancji, substancji
nierozpuszczalnych oraz roznice w wartosciach pH i gestosci EEP, gdzie najwiekszg
zawartoscig tych zwigzkow, wyzszym pH i wiekszg gestoscig odznaczat sie propolis
wtoski;

W warunkach in vitro wszystkie badane EEP wykazaty dziatanie bakteriobojcze,
bakteriostatyczne, grzybobdjcze i fungistatyczne;
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Podsumowanie | wnioski -2

% Istnieje zaleznosc¢ witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktow propolisu od
pochodzenia geograficznego probek propolisu — stwierdzono wiekszg aktywnosc¢
przeciwdrobnoustrojowg ekstraktu witoskiego (potudniowa Europa) niz w przypadku
probek pochodzgcych z potnocnej (UK) czy srodkowej (Polska) Europy;

 Wykazano, ze stezenie 1 mg/cm3 oraz 2 mg/cm3 EEP witoskiego po 2 godzinach
ekspozycji zmniejszyto liczbe wszystkich badanych bakterii Gram-dodatnich (za
wyjatkiem Listeria innocua) o 5 cykli logarytmicznych;

L)

&

L)

L)

» Ustalono, ze bakteriobodjcze dziatanie EEP wioskiego w stosunku do wszystkich

badanych bakterii Gram-ujemnych nastgpito w zakresie stezen 1-3 mq/cm3 ~
miedzy 2 a 6 godzing dziatania (spadek liczby komorek bakteryjnych
0 2 cykle logarytmiczne i o 5 cykli logarytmicznych w przypadku
pateczek ropy btekitnej);
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https://www.linkedin.com/in/piotr-nowotnik-23336216a/
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