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STRESZCZENIE

W pracy podjeto préby analizy jakosciowej wybranych produktow pszczelich pod wzgledem zawarto-
$ci kwaséw fenolowych. Sg one bogatym zrédtem naturalnych zwigzkdéw biologicznie czynnych, kté-
rych wtasciwosci profilaktyczne i lecznicze uwarunkowane sg m.in. przez aktywnos¢ przeciwutleniaja-
ca. Celem niniejszej pracy byta analiza miodu, pytku kwiatowego, pierzgi oraz propolisu z wykorzysta-
niem technik chromatograficznych (TLC i SPE) do oceny zawartosci fenolokwaséw. Dobrano optymalne
warunki rozdziatu kwaséw fenolowych. W badanych produktach pszczelich wyizolowano i zidentyfiko-
wano kwasy: cynamonowy, galusowy, anyzowy, ferulowy, gentyzynowy, syryngowy, kawowy, wanilino-
wy oraz p-kumarowy.

Optimization of experimental conditions for the extraction
of phenolic acids from bee products
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ABSTRACT

In this work attempts were made to establish the optimal conditions for qualitative analysis of chosen
bee products, in terms of content of phenolic acids. The bee products are a rich source of biologically
active natural compounds the preventive and therapeutic properties of which are determined inter
alia by their antioxidant activity. The aim of this study was to analyze the honey, pollen, bee bread
and propolis using chromatographic methods (TLC and SPE) in order to evaluate the phenolic content.
The optimum separation conditions for phenolic acids were selected. In the studied bee products the
following acids were isolated and identified: cinnamic, gallic, anisic, ferulic, gentisic, syringic, caffeic,
vanillic and p-coumaric acids.
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1. WPROWADZENIE

Chemia produktéw naturalnych od dawna cie-
szy sie duzym zainteresowaniem sSrodowisk na-
ukowych. Dowodzi tego fakt, ze okoto 60% le-
kéw przeciwnowotworowych i 75% lekow prze-
ciwzapalnych jest pochodzenia naturalnego [1].
Réwniez obecnie stosowane konserwanty, kté-
re bazujg na syntetycznych zwigzkach chemicz-
nych, nalezy zastgpi¢ substancjami przyjaznymi
dla cztowieka i srodowiska. Obecnie prowadzone
sg intensywne badania nad zwigzkami chemicz-
nymi wystepujacymi naturalnie, np. w ekstrak-
tach roslinnych czy w olejkach eterycznych, jako
potencjalnymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojo-
wymi [2]. Substancjami, ktére w duzym stopniu
decyduja o aktywnosci biologicznej wyciggdéw ro-
Slinnych, sg zwigzki fenolowe. Do tej grupy zwigz-
kéw nalezg: hydroksy- i metoksypochodne kwa-
su benzoesowego, hydroksy- i metoksypochod-
ne kwasu cynamonowego, kumaryny i furano-
kumaryny, flawonoidy, benzochinony i naftochi-
nony, garbniki hydrolizujgce i skondensowane.
Zwigzki fenolowe wystepujg gtdwnie jako hydrok-
sylowe pochodne aromatycznych kwaséw: ben-
zoesowego, fenylooctowego i fenylopropiono-
wego. Najczesciej spotykane w roslinach sg kwa-
sy: p-hydroksybenzoesowy, salicylowy, protoka-
techolowy, gentyzynowy, chinonowy, galusowy,
orselinowy, szikimowy, wanilinowy, syryngowy,
o- i p-hydroksyfenylooctowy, o- i p-kumarowy, fe-
rulowy, synapinowy, kawowy, prefenowy, chory-
zmowy, chlorogenowy, elagowy i diferulowy. Ro-
Sliny sg szczegdlnie wyspecjalizowane w syntezie
zwigzkéw aromatycznych. Z posrednich produk-
tow syntezy aminokwaséw aromatycznych (feny-
loalaniny i tyrozyny) pochodzg zwigzki fenolowe.
Organizmy zwierzece sg znacznie ubozsze w te
substancje, gdyz nie potrafig syntetyzowaé pier-
Scienia aromatycznego, a wtasnie z tych posred-
nich produktéow syntezy aminokwaséw aroma-
tycznych powstajg rézne polifenole [3-5]. Aktyw-
nos¢ biologiczna zwigzkéw polifenolowych wy-
nika w duzej mierze z ich dziatania antyoksyda-
cyjnego, ktére w znacznym stopniu opiera sie na
zmiataniu wolnych rodnikow, a takze przerywaniu
reakcji wolnorodnikowych.

W analizie zwigzkéw fenolowych pochodzgcych
z surowcow roslinnych pierwszym, bardzo istot-
nym etapem jest odpowiednie przygotowanie
probek do analiz [6]. Szczegdlne znaczenie ma

wiasciwe przeprowadzenie tego procesu z zacho-
waniem optymalnych warunkéw chronigcych wy-
jatkowo labilne zwigzki fenolowe przed degrada-
Cja, a takze uniemozliwiajgcych w jak najwiekszym
stopniu ich przejscie z fazy statej do ciektej. Proces
ten polega na wyodrebnieniu badanych zwigzkéw
ze ztozonej mieszaniny roznorodnych substan-
cji rozmieszczonych w poszczegdlnych czesciach
tkanek statego produktu. W przypadku ciektych
produktéw jak soki, czesto wystarczajace jest tyl-
ko odpowiednie rozcienczenie prébki. W mate-
riale rodlinnym zwigzki fenolowe zawarte w wa-
kuolach i scianach komédrkowych czesto sg zwig-
zane z innymi sktadnikami, jak biatka i polisacha-
rydy. Przed oznaczeniem nalezy je uwolni¢ z tka-
nek poprzez rozdrobnienie i rozpuszczenie w fa-
zie ciektej. W tym procesie nalezy takze uwzgled-
ni¢ ochrone zwigzkéw fenolowych przed ich utle-
nianiem przez enzymy obecne w badanym su-
rowcu oraz tlen atmosferyczny, poprzez doda-
nie przeciwutleniaczy lub stosowanie atmosfery
gazéw obojetnych [7]. Zwigzki fenolowe nalezy
chroni¢ przed izomeryzacjg wywotang przez pro-
mienie swietlne oraz hydrolizg chemiczng i enzy-
matyczna.

Na skutecznos$¢ procesu ekstrakcji majg wptyw:
rodzaj rozpuszczalnika, pH, temperatura, krot-
nos$¢ ekstrakcji, ilos¢ rozpuszczalnika oraz stan
rozdrobnienia materiatu badawczego. Dobér od-
powiednich rozpuszczalnikéw uwarunkowany jest
réznorodnoscig zwigzkéw wystepujgcych w proé-
bach pochodzenia roslinnego oraz odmienng roz-
puszczalnoscig réznych grup zwigzkéw fenolo-
wych w rozpuszczalnikach. Najczesciej uzywanym
rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym jest metanol
i jego roztwory wodne o réznym stezeniu. Uzywa-
ne sg rowniez rozpuszczalniki takie jak: aceton,
octan etylu, acetonitryl oraz inne; czesto jest to
ekstrakcja z matg wydajnoscia [8, 9]. Wartosci pH
mieszaniny ekstrakcyjnej moga by¢ rdzne i zale-
z3 od rodzaju zwigzkdéw oraz ich stabilnosci i roz-
puszczalno$ci w uzytym rozpuszczalniku. Wzrost
temperatury roztworu ekstrakcyjnego zwieksza
skutecznos$é ekstrakcji. Btony komodrkowe stajg
sie bardziej rozpuszczalne, wzrasta wspoétczynnik
dyfuzji, obniza sie lepkos¢ rozpuszczalnika, lepsze
sg efekty procesu filtracji i sedymentacji czgstek
statych. Podwyzszenie temperatury powyzej 25°C
moze powodowac dezaktywacje zwigzkéw feno-
lowych. Jedynie w przypadku flawanondw zale-
cane jest ogrzewanie przez 15 minut mieszaniny
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ekstrakcyjnej z metanolem do temperatury 55°C.
W tych warunkach podwyzsza sie rozpuszczal-
nos¢ hesperydyny [10].

Do przygotowania prébek zawierajgcych zwigz-
ki fenolowe stosowany jest rozdziat poszczegél-
nych frakcji na kolumienkach SPE (solid phase
extraction) w fazie ciecz-ciato state. Technika ta
polega na selektywnym adsorbowaniu (na odpo-
wiedniej fazie statej) zwigzkow fenolowych z wy-
ciaggédw wodnych. Mozliwe jest réwniez frakcjo-
nowanie, oczyszczanie oraz zatezanie tych zwigz-
kéw. Ekstrakcja w fazie ciecz-ciato state (SPE) jest
okoto dwukrotnie szybsza, tatwiejsza i tansza
w poréwnaniu z ekstrakcjg ciecz-ciecz oraz po-
zwala na znaczne ograniczenie zuzycia rozpusz-
czalnikow. Stosowana jest do ekstrakcji zwigzkow
fenolowych z produktéw ptynnych oraz jako me-
toda uzupetniajgca podczas ekstrakcji tych zwigz-
kéw z produktow statych [11].

W pracy podjeto préby analizy jakosciowej wy-
branych produktéw pszczelich pod wzgledem za-
wartosci kwaséw fenolowych. S3 one bogatym
zrédtem naturalnych zwigzkéw biologicznie czyn-
nych, ktérych witasciwosci profilaktyczne i lecz-
nicze uwarunkowane sg m.in. przez aktywnos¢
przeciwutleniajgca. Zawartos¢ tych zwigzkéw za-
lezy od wielu czynnikéw, takich jak pochodzenie
botaniczne, czynniki Srodowiskowe i klimatyczne,
a takze od procesu pozyskiwania miodu i innych
produktéw pszczelich [12]. Doniesienia naukowe
nie daja jednoznacznej odpowiedzi od czego zale-
2y aktywnosé antyoksydacyjna produktéw pszcze-
lich. Jedng z przyczyn tego stanu jest réznorod-
nos$¢ metod stosowanych do oznaczania aktyw-
nosci antyoksydacyjnej oraz brak ich standaryza-
cji. Celem pracy byta analiza wybranych produk-
toéw pszczelich (miodu, pytku kwiatowego, pierz-
gi oraz propolisu) z wykorzystaniem technik chro-
matograficznych (SPE i TLC) do oceny zawartosci
fenolokwaséw.

2. METODYKA

Bogatym, skoncentrowanym Zrédtem zwigzkow
fenolowych sg produkty pszczele takie jak midd,
propolis czy pytek kwiatowy w postaci obndzy
pszczelich oraz pierzga. Sg to produkty natural-
ne, nieprzetworzone, wytwarzane przez pszczo-
ty. Gtéwnymi sktadnikami tych produktéw sg sub-
stancje pochodzenia roslinnego. W zwigzku z po-
wyzszym celowym jest zatem prowadzenie badan,
ktore pozwolg na wyselekcjonowanie odpowied-

nich frakcji z produktow pszczelich, zawierajgcych
znaczne ilosci zwigzkéw fenolowych.

Materiat do badan stanowity miody pszczele nek-
tarowe rzepakowy, mniszkowy, akacjowy, lipowy,
lawendowy, kasztanowy, wrzosowy, eukaliptuso-
wy, gryczany miéd, miéd spadziowy, nektarowo-
spadziowy, midd sztuczny, pytek kwiatowy, pro-
polis oraz pierzga. Ekstrakcja kwaséw fenolowych
z miodéw prowadzona byta w Srodowisku wod-
nym, wodno-alkoholowym, alkoholowym i ete-
rowym, a z propolisu — w roztworach alkoholo-
wych. Natomiast ekstrakcja tych zwigzkéw z ob-
nozy pszczelich i pierzgi wymagata technik taczo-
nych ze wzgledu na obecnos¢ podwdjnej otocz-
ki celulozowej (intyny i egzyny) w ziarnach pytku
kwiatowego. Produkty pszczele byty pozyskiwane
bezposrednio od pszczelarzy z regionu pétnocno-
wschodniej Polski.

2.1 Przygotowanie wzorcow kwasow fenolowych

Jako wzorce wykorzystano kwasy fenolowe wy-
stepujace w najwiekszej ilosci w produktach
pszczelich, mianowicie: cynamonowy, galusowy,
anyzowy, ferulowy, gentyzynowy, syryngowy, ka-
wowy, wanilinowy, p-kumarowy. Odwazono po
0,5 g kwasow i rozpuszczono w 150 pl etanolu lub
metanolu. Przygotowane roztwory nanoszono na
ptytki TLC i wyznaczono wspotczynnik R..

2.2 Ekstrakcja kwaséw fenolowych z miodow

Ekstrakcje kwasow fenolowych z produktéw
pszczelich opisano na rysunkach 1-3. W celu wy-
ekstrahowania kwaséw fenolowych z prébek wy-
korzystano metode opartg na ekstrakcji na no-
$niku statym — SPE (z ang. Solid Phase Extraction)
z uzyciem kolumienek octadecylowych C18.
W celu ich aktywowania przeprowadzono kon-
dycjonowanie kolumienek, przepuszczajgc odpo-
wiednio 10 ml etanolu oraz 25 ml wody dejonizo-
wanej. Na tak przygotowane kolumienki nanoszo-
no roztwory miodéw. Po catkowitym przesgczeniu
prébek kolumienki przemyto 20 ml wody dejoni-
zowanej. Zaabsorbowane na fazie statej zwigzki
fenolowe wymywano 10 ml etanolu. Eluent eta-
nolowy przenoszono do wyparki w celu odparo-
wania etanolu, tak aby koricowa objetos¢ proby
wynosita ok. 1 ml. Tak przygotowane préby nano-
szono na ptytki TLC (po 5 ul) za pomocg mikropi-
pety i wstawiano do komory chromatograficznej
wypetnionej wybrang fazg ruchoma.

Po rozwinieciu i wysuszeniu chromatogramy
umieszczano pod lampg UV (A=254 i A=366 nm)
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zaznaczajac fluoryzujace plamy. Identyfikacje fe-
nolokwasow prowadzono poréwnujgc wspot-
czynniki R_ substancji zawartych w analizowanych
prébkach z wartosciami wspoéfczynnikéw opdz-
nienia substancji wzorcowych.

Kondycjonowanie
kolumienki
oktadecylu

Prébka miodu 10 g
+30 ml wody

Ekstrakcja SPE

10 ml etanolu
25 ml wody

k.

Elucja 10 ml etanolu

Analiza TLC

Rysunek 1 Schemat ekstrakcji miodow
(rozpuszczonych w wodzie) metodg SPE

Faza wodna
(odrzucono)

Figure 1 Diagram of water dissolved honey
extraction by SPE

Prébka produktu Prébka produktu

pszczelego 1 g+ 9 ml pszczelego 1 g+ 9 ml

70% etanolu 70% metanolu

v

Przepuszczenie roztwordw pod pompka wodna,
zebranie do probowek

v

Analiza TLC

Rysunek 2 Schemat przygotowania probek
produktéw pszczelich do analizy TLC po ekstrakcji 70%
etanolem, 70% metanolem

Figure 2 Diagram of sample preparation TLC
for analysis of bee products after extraction
with 70% ethanol, 70% methanol

Probka Probka
produktu produktu
pszczelego pszczelego
1g+9ml 1g+9ml
96% eteru

etanolu dietylowego

Przesaczenie
roztwordw pod
zmniejszonym
ci$nienie m, zebranie
przesaczéw do
probéwek

QOdparowanie
rozpuszczalnikéw
na wyparce
prézniowej

A’
Roztwory z eterem
odparowano do sucha,

Kolby po odparowaniu pozostatosé
eteru zalano etanolem rozpuszczono w 150 pl
(4 dni) etanolu, probki
z etanolem zebrano do
probéwek

Odparowanie ¥

rozpuszczalnika Analiza TLC

Analiza TLC

Rysunek 3 Schemat przygotowania probek
produktéw pszczelich do analizy TLC po ekstrakcji 96%
etanolem i eterem dietylowym

Figure 3 Diagram of sample preparation
for TLC analysis of bee products after extraction
with 96% ethanol and diethyl ether

3. WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Ekstrakcja zwigzkéw fenolowych z miodéw pro-
wadzona byta w ukfadzie ciecz-ciecz oraz ciecz-
ciato state (SPE). Analize jakosciowa obecnosci
kwaséw fenolowych w niniejszej pracy wykona-
no dla produktéw pszczelich. Badania wykona-
no stosujgc klasyczng chromatografie cienkowar-
stwowg TLC. Badania TLC prowadzono na ptyt-
kach (20x20 cm) pokrytych tlenkiem glinu 60 F,,
oraz zelem krzemionkowym 60 F_., w komorach
pionowych. Do rozdziatu chromatograficznego
zastosowano 8 uktaddw rozwijajacych zestawio-
nych w Tabeli 1.

Przeprowadzone badania miaty na celu dobdr
fazy ruchomej, ktéra rozdzielitaby fenolokwasy,
a nastepnie mozna bytoby zastosowac jg w anali-
zie produktow pszczelich. Kwasy fenolowe stano-
wig grupe sktadnikdw czynnych powszechnie wy-
stepujacych w Swiecie roslinnym. Zwigzki fenolo-
we jako antyoksydanty zapobiegajg wielu groz-
nym chorobom (m.in. chorobie wiencowej, miaz-
dzycy, zawatowi serca, a takze zapaleniu stawow),
w rozwoju ktérych istotng role odgrywa nadmiar
aktywnych form tlenu oraz wolnych rodnikéw [14].
Badania TLC prowadzono na ptytkach pokrytych
tlenkiem glinu Al60 GF_, oraz na ptytkach pokry-
tych zelem krzemionkowym Si60 GF,.,. Na pod-
stawie analizy literatury wybrano 6 uktadéw roz-
wijajacych, z ktorych faza ruchoma toluen: mrow-
czan etylu: kwas mréwkowy (5:4:1 v/v/v) zostata
zmodyfikowana na potrzeby przeprowadzanych
badan. Sposréd osmiu testowanych faz rucho-
mych (Tab. 1) najlepsze wyniki rozdziatu otrzyma-
no dla uktadu Al60 GF,,, (heksan: toluen: octan
etylu: kwas mréwkowy, 2:5:2,5:0,5; v/v/v/v).
Jakosciowa analiza chromatograficzna produktow
pszczelich wykazata obecnosé¢ kwaséw: cynamo-
nowego, galusowego, anyzowego, ferulowego,
gentyzynowego, syryngowego, kawowego, wa-
nilinowego oraz p-kumarowego. Wystepowanie
wszystkich kwaséw jednoczes$nie odnotowano
w trzech miodach: gryczanym (3), lipowym (3)
oraz wielokwiatowym (4). W wyniku przeprowa-
dzonych badan nie zaobserwowano obecnosci
zadnego z powyzszych kwasow w miodzie leSnym
(2), rzepakowym (2) oraz sztucznym. W wiekszej
ilosci mioddéw wystepujg kwasy: p-kumarowy
oraz syryngowy. Natomiast w niewielu odmia-
nach miodu stwierdzono obecnos¢ kwasu galuso-
wego (Tab. 2).
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Tabela 1 Zestawienie wspotczynnikdw opdznienia poszczegdlnych kwaséw fenolowych
w okres$lonych fazach ruchomych

Table 1 Summary of the retardation factors of individual phenolic acids at each mobile phase

kwasy
> > >
> >
: | 2| ¥ | 35| g | 5| 8| E| ¢
Nr 8 S 2 2 z g g e | £
e = | §E| 3| 2| | 3| 5| g| =
© c - 00 = =~ R~ > o
g 78 & 2 S
faza
heksan: toluen: octan
1 etylu: kwas mréwkowy 0,46 0,55 0,42 0,14 0,38 0,34 0,44 0,42 0,43
(2:5:2,5:0,5)*
2 toluen: acetonitryl (5:5)2 - - - - - - - - -
3 |toluen: acetonitryl: kwas 058 | 065 | 053 | 031 | 053 | 053 | 056 | 053 | 0,56
mrowkowy (5:4:1)
metanol: woda: kwas
4 octowy (20:12,5:1)2 0,62 0,64 0,69 0,37 0,24 0,40 0,63 0,67 0,57
benzen: metanol: kwas
5 octowy (48:8:4)> 0,43 0,4 0,4 0,09 0,15 0,17 0,29 0,39 0,39
6 toluen: mrowczan etylu: 062 | 069 | 057 | 032 | 055 | 060 | 062 | 057 | 0,56
kwas mréwkowy (5:4:1)
7 foluen: mrowczan etylu: 08 | 091 | 084 | 067 | 082 | 080 | 082 | 082 | 082
kwas mréwkowy (3:5:2)
toluen: mréwczan etylu:
8 kwas mréwkowy (5:2:0,5)3 0,45 0,59 0,40 0,19 0,36 0,32 0,41 0,39 0,39
ptytka pokryta tlenkiem glinu
toluen: mréwczan etylu:
A . 3
ga |kwas mrowkowy (5:2:0,5) 057 | 062 | 042 | 017 | 035 | 027 | 039 | 036 | 042
ptytka pokryta zelem
krzemionkowym
1[13], 2[14], *modyfikacje fazy 6
Tabela 2 Wystepowanie kwaséw fenolowych w miodach (faza ruchoma nr 1)
Table 2 The contents of phenolic acids in honeys (mobile phase No. 1)
Kwas
> >
3 3 ; -~ >
z g z = g o 5 2
3 o s 3 > ; © o c
(] € o 8 > o € %0 =
= e S 3 c 3 2 > =
= - ©
& z & & ) £ & & -
Odmiana miodu
akacjowy (1) + + + + + + + +
akacjowy (2) + +
eukaliptusowy + + + + + + + +
gryczany (1) + + + + + + + +
gryczany (2) + + + + + + + +
gryczany (3) + + + + + + + + +
kasztanowy + + + +
lawendowy + + + +
lesny (1) + + + + + +
lesny (2)
lipowy (1) + + + + + + + +
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lipowy (2) + + + + + +
lipowy (3) + + + + + + + + +
mniszkowy + + + + + +
nektarowo-spadziowy (1) + + + + + +
nektarowo-spadziowy (2) + + + + + + + +
rzepakowy (1) + + + + + +
rzepakowy (2)
spadziowy + + + + + + + +
sztuczny
wielokwiatowy (1) + + + + + + + +
wielokwiatowy (2) + +
wielokwiatowy (3) + + + + + + + +
wielokwiatowy (4) + + + + + + + + +
wielokwiatowy (5) + + + + + + + +
WIZOSowy + + + + + + + +
ze spadzi iglastej + +
+obecnos¢ kwasu w danym miodzie
Tabela 3 Wystepowanie kwasow fenolowych w miodach (faza ruchoma nr 8)
Table 3 The contents of phenolic acids in honeys (mobile phase No. 8)
Kwas
> >
: : - I
ey S > g S, > = 3 3
: o = 2 9 N S R o =
Miody N © & 2 > ) = c =
= S % © o z X ; ©
®© o QL (o)) (o)) X~ a 7 2
akacjowy (1) + + + + + + + +
akacjowy (2) + + + +
eukaliptusowy + + +
gryczany (1) + + + +
gryczany (2) + + + +
gryczany (3) + + + + + + + +
kasztanowy + + + + T
lawendowy + + + +
lesny (1) + + + + ¥
lesny (2) + + + + +
lipowy (1) + + + + + + + ¥
lipowy (2) + + + + + + + ¥
lipowy (3) + + + + + + ¥ ¥
mniszkowy + + + + + + + +
nektarowo-spadziowy (1) + + + + + + + +
nektarowo-spadziowy (2) + + + + + + +
rzepakowy (1) + + + + + + +
rzepakowy (2) + + + + + + + +
spadziowy + + + + + T +
sztuczny
wielokwiatowy (1) + + T +
wielokwiatowy (2) + + + T
wielokwiatowy (3) + + + + +
wielokwiatowy (4) + + + + + + + +
wielokwiatowy (5) + + + + + + + + +
Wrzosowy + + + + + + + +
ze spadzi iglastej + + + + + + +

+obecnos¢ kwasu w danym miodzie
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Tabela 4 Wystepowanie kwasow fenolowych w produktach pszczelich
Table 4 The contents of phenolic acids in bee products

Kwasy

anyzowy
cynamonowy
ferulowy
galusowy
gentyzynowy
kawowy

Produkty pszczele

p-kumarowy

syryngowy
wanilinowy

[

Produkty pszczele ekstrahowane 70% metanolem (faza nr 1

Pierzga (1) +
Propolis (1) + + + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 70% etanolem (faza nr 1)
Pytek kwiatowy (1) +
Ekstrakt propolisowy w etanolu + + + +
Pierzga (1) +

Produkty pszczele ekstrahowane 96% etanolem (faza nr 1)
Pytek kwiatowy (2) +
Pierzga (1) +
Pierzga (2) +
Propolis (1) + + + + +
Propolis (2) + + + + +

Produkty pszczele rozpuszczone w eterze, ekstrahowane 96% etanolem (faza
Pierzga (2) + + +
Propolis (1) + + + + +
Propolis (2) + + + +
Produkty pszczele ekstrahowane 70% metanolem (faza nr 6)

Pytek kwiatowy (1) + + +
Pytek kwiatowy (2) + + + + + + +
Pierzga (1) + + + + + + +
Pierzga (2) + + + + + +
Propolis (1) + + + + + + +
Propolis (2) + + + + + + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 70% etanolem (faza nr 6)
Pytek kwiatowy (1)
Pytek kwiatowy (2)
Pierzga (1)
Pierzga (2)
Propolis (1) + + + +
Propolis (2) + + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 70% metanolem (faza nr 7)

Pytek kwiatowy (1) + + + +
Pierzga (1) + + +
Propolis (1) + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 70% etanolem (faza nr 7)
Pierzga (1) + + +
Ekstrakt propolisowy w etanolu + + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 70% etanolem (faza nr 8)
Propolis (1) + +
Propolis (2) + + +

Produkty pszczele ekstrahowane 96% etanolem (faza nr 8)
Propolis (1) + + + + +
Propolis (2) + + + + +

+obecnos¢ kwasu w danym miodzie
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W Tabeli 3 zestawiono analize miodéw pod wzgle-
dem wystepowania kwasow fenolowych (do roz-
dziatu chromatograficznego zastosowano faze ru-
choma nr 8). Obecnos¢ wszystkich kwasow wy-
kazano tylko w miodzie wielokwiatowym (5).
W dziesieciu miodach stwierdzono wystepowa-
nie o$miu na dziewie¢ analizowanych fenolokwa-
sow. Kwasy gentyzynowy, kawowy, syryngowy
oraz wanilinowy znajdujg sie w szesciu miodach.
W przeciwienstwie do fazy nr 1, obecnos¢ kwa-
su galusowego stwierdzono w trzynastu miodach.
W miodzie eukaliptusowym oznaczono tylko trzy
kwasy: anyzowy, ferulowy oraz p-kumarowy.
Gtownymi fenolokwasami zidentyfikowanymi przez
Yao i wsp. [13] w miodach australijskich byty kwa-
sy: galusowy, chlorogenowy, ferulowy, kawowy,
kumarowy. Kwasy te wystepowaty w rdéznych ilo-
Sciach, w zaleznosci od odmiany miodu. W mio-
dach pochodzacych z Nowej Zelandii stwierdzo-
no obecnos¢ kwasu cynamonowego, benzoeso-
wego, wanilinowego i hydroksyl benzoesowego,
przy czym najwiecej fenolokwaséw zawierat miéd
wrzosowy. Poréwnujgc wyniki uzyskane w niniej-
szej pracy z danymi literaturowymi zauwazy¢ mo-
zna, ze analizowany miod lawendowy charakte-
ryzuje sie zdecydowanie mniejszg iloscig kwaséw
fenolowych. Andrade i wsp. [15] w miodzie por-
tugalskim lawendowym wykryli i oznaczyli jede-
nascie kwasow fenolowych, w tym kwas galuso-
wy. Natomiast w przeprowadzonych badaniach
tego kwasu nie oznaczono.

Poza miodami w pracy podjeto rowniez pro-
by analizy jakosciowej kwaséw fenolowych z in-
nych produktow pszczelich. Badaniom poddano
pytek kwiatowy, pierzge oraz propolis. Produkty
te ekstrahowane byty 70% etanolem, 70% meta-
nolem, 96% etanolem oraz eterem dietylowym.
Z otrzymanych wynikdw mozna wywnioskowad,
ze w pytku kwiatowym oraz pierzdze wystepujg
zwigzki fenolowe, ktére znajdujg sie wewnatrz
ziarna pytku, co ograniczato identyfikacje kwasow
fenolowych. Natomiast w propolisie analiza ta
przebiegata bez wiekszych probleméw. W bada-
niach dotyczgcych pierzgi oraz pytku kwiatowe-
g0 mozna zaobserwowac obecnos$¢ kwaséw ga-
lusowego, niekiedy anyzowego, cynamonowego,
p-kumarowego, syryngowego oraz wanilinowego,
natomiast w przypadku propolisu mozna wyrdz-
ni¢ obecnosé¢ wszystkich analizowanych kwaséw
fenolowych prdocz galusowego. W Tabeli 4 przed-
stawiono wystepowanie okreslonego kwasu w da-
nym produkcie pszczelim. Badania miaty réwniez

na celu dobér odpowiedniego ekstrahenta. W tym
celu prébki ekstrahowano metanolem, etanolem,
eterem dietylowym oraz DMSO (dimetylosulfo-
tlenkiem). Na podstawie analizy wynikdéw stwier-
dzono, ze DMSO nie nadaje sie do ekstrakcji kwa-
sow fenolowych.

4. WNIOSKI

Przeprowadzone badania witasne oraz analiza
otrzymanych wynikéw pozwolity na sformutowa-
nie nastepujgcych wnioskow:

1. Pochodzenie, odmiana oraz gatunek miodu
majg istotny wptyw na réznorodnos¢ kwasoéw fe-
nolowych w nim wystepujacych.

2. Sposrad dziewieciu analizowanych kwasow fe-
nolowych w badanych produktach pszczelich wy-
izolowano i zidentyfikowano wszystkie kwasy.

3. Najlepsze do rozdziatu fenolokwaséw okazaty
sie dwie fazy ruchome: heksan: toluen: octan ety-
lu: kwas mréwkowy (2:5:2,5:0,5; v/v/v/v) oraz to-
luen: mréwczan etylu: kwas mréowkowy (5:2:0,5
v/v/v). W pozostatych uktadach rozwijajgcych wy-
kazano zblizone wartosci wspotczynnikow opdz-
nienia.

4. Sposréd uzytych do badan ptytek TLC optymal-
ne warunki rozdziatu uzyskano przy zastosowaniu
tlenku glinu Al60 GF_, jako fazy stacjonarne;j.

Prace wykonano w ramach projektu
nrNN312 111838.
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