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1. UVOD



1.1. Povijest propolisa

Rijec propolis potjece od grcke rijeci ,,pro“-obrana i ,,polis*“-grad, §to oznacava obranu
grada, odnosno obranu kosnice. Propolis je pcelinji proizvod kojeg pcele koriste u kosnici
kako bi se zaititile od vanjskih neprijatelja.! Zahvaljujuéi svojim bioloskim djelovanjima, jos
od davnih vremena koristi se u narodnoj medicini. Podaci u literaturi pokazuju da se propolis

koristi vise od 2000 godina, jo§ od 300 godina prije nase ere.’

Drevni Egip¢ani koristili su propolis za balzamiranje tijela mrtvaca, a Inke kao
cijeljenje rana, ali i za dezinfekciju usne Supljine.> U razdoblju od 17. do 20. stoljeéa propolis
je u Europi bio jako popularan zahvaljuju¢i svom antibakterijskom djelovanju te se ¢ak
spominje u Londonskoj farmakopeji. U 2. svjetskom ratu Rusi su ga koristili 1 kao pomo¢ u
lijeCenju tuberkuloze, budu¢i da su primijetili da olakSava pluéne tegobe i1 poboljsava apetit.
Na podru¢ju Balkana, propolis je koriSten za tretiranje rana i opekotina, upale grla te

eluGanih problema.”

Osim za lijeCenje propolis je koriSten 1 u druge svrhe. Jo§ u 17. stolje¢u Stradivari i

ostali violinisti koristili su propolis kao lak u izradi violina.’

Krajem 20. 1 pocetkom ovog stoljeCa raste primjena propolisa u farmaceutskoj,
prehrambenoj 1 kozmetickoj industriji, pa samim tim raste i zanimanje za ispitivanje njegovog

kemijskog sastava i bioloskog djelovanja.

1.2. Definicija propolisa

Prema Pravilniku o kakvoéi meda i drugih p&elinjih proizvoda®, propolis jest p&elinji

proizvod koji sadrzi smolaste tvari koje pcele skupljaju s pupoljaka drvenastih biljaka.
Propolis koji se stavlja na trziSte mora udovoljavati sljede¢im uvjetima:

e mora sadrZzavati najmanje 35% tvari koje se ekstrahiraju alkoholom,

¢ ne smije sadrzavati katran ni spojeve sli¢ne katranu odnosno katranske smole,



e ne smije sadrzavati visSe od 5% mehanickih necistoca ni dijelova pcela, ne smije

sadrzavati viSe od 30% voska.

1.3. Sakupljanje i upotreba propolisa u koSnici

Propolis je po svom podrijetlu izlucevina tkiva pupoljaka i/ili kore drveca, kojom se

ono brani od $tetnih mikroorganizama. Péele ga sakupljaju te zatim koriste u kognici.’

Sakupljanje propolisa detaljno je opisao Meyer® 1956. godine. Propolis sakuplja vrlo
mali broj pcela radilica, uglavnom starijih od petnaest dana, koje su specijalizirane za tu
djelatnost. Sakupljanje se obicno odvija prijepodne dok je propolis jos mekan. Pcela otkine
dio smole koju zatim preraduje mijeSanjem s vlastitim pljuvacnim enzimima. Tako preradenu

smolu pcele mijesaju s voskom te dalje koriste kao gradivni i1 zastitni materijal u koSnici.

Propolis sakuplja uglavnom medonosna pcela tj. Apis mellifica. Tokom jednog leta
pcela radilica prikupi priblizno 10 mg propolisa. Jedna pcelinja zajednica godiSnje u prosjeku

prikupi od 50 do 150 g propolisa.

Osim za zatvaranja u koSnici i sprjeCavanje ulaska neprijatelja, propolis ima i
antisepticku ulogu u kos$nici. Pomoc¢u svojih antibakterijskih, antigljiviénih 1 antivirusnih
svojstava odrzava kosnicu sterilnom te pomaze u borbi protiv infekcija. Uginule pcele i tijela
uginulih Steto¢ina oblazu se propolisom i tako se sprecava njihovo raspadanje, a samim tim

eliminira izvor potencijalne infekcije u kosnici.”

1.4. Botanicki izvor propolisa

Postoji nekoliko tipova propolisa ovisno o biljkama prisutnima na odredenom
zemljopisnom podrucju, dostupnosti biljaka tijekom sezone te vrsti pcela. To objasnjava zaSto
propolis nalazimo u razli¢itim bojama, od zute, preko crvene i zelene, pa sve do smede boje.

P&ele sakupljaju smolu u svom ekosustavu te o njemu ovisi sastav propolisa.’

U umjerenoj klimatskoj zoni glavni izvor smole pcelama su razli¢ite vrste topole

(Poplar spp.). To vrijedi za Europu, Sjevernu Ameriku, ne-tropska podrucja Azije te Novi



Zeland. U Rusiji, naroc¢ito sjevernijim podru¢jima, pupoljci breze (Betula pendula)
predstavljaju glavni izvor smole. U tropskoj zoni nema topola i breza, zato pcele moraju
pronaci nove izvore. Tako su na podru¢ju Tunisa glavni izvori smole vrste iz roda Cistac
(Cistus spp.), a na podrucju Venecuele, Amazone i Kube biljne vrste iz roda Kluzija (Clusia

spp.), najvise Clusia minor te Clusia major.’

U Brazilu postoji viSe izvora propolisa ovisno o geografskoj lokaciji. Razlikujemo
»Zeleni® propolis, karakteristican za jug Brazila, koji potjeCe od vrsta roda Baccharis,
uglavnom B. dracunculifolia, te ,,Crveni* propolis, karakteristi¢an za sjever Brazila, a potjece

od vrsta roda Dalbergia."’

1.5. Fizikalna i organolepticka svojstva propolisa

Fizikalna 1 organolepticka svojstva propolisa ovise uglavnom od vrste biljaka koje se
nalaze u radijusu letenja pcela. Propolis ima ugodan miris biljnih pupoljaka, meda, voska i
vanilije, gorakast okus, ljepljiv je pri dodiru i ako se ¢uva duze, tamni. Pri gorenju luci
ugodan miris smole.'' Boja propolisa jako je promjenjiva. Kreée se od svjetlo Zute, preko svih

nijansi smede 1 crvene, do crne. (Slikal.)

Slika 1. Primjeri razli¢itih boja propolisa



Propolis je tvar promjenjive konzistencije ovisno o temperaturi. Na temperaturi od 25
°C do 45 °C propolis je meka i vrlo ljepljiva tvar. Na temperaturama manjim od 15 °C, te kada
je zamrznut, ili blizu zamrzavanja, postaje tvrd i lomljiv. Ostaje lomljiv nakon tretmana
zamrzavanjem ¢ak 1 na viSim temperaturama. Ljepljivost mu se povecava na temperaturama
iznad 45 °C. Propolis je obi¢no u tekuc¢em stanju na temperaturama od 60 °C do 70 °C, ali za

neke uzorke temperatura taliita moze biti i 100 °C.'?

Slabo se otapa u hladnoj vodi, bolje u vrucoj: od 7 do 10%. U eteru zagrijanom do 123
°C se otapa do 66%. U etilnom alkoholu se otapa od 50 do 75%, a u acetonu od 20 do 40%.
Topljivost ovisi o trajanju ekstrakcije, temperaturi otapala te veli¢ini Cestica propolisa
(najbolje je da bude u obliku praska). U smjesi otapala (eter i alkohol, kloroform i alkohol)
postize se bolja topljivost. Propolis je topljiv i u benzinu, masnocama, ulju i vazelinu.

Specifi¢na tezina propolisa je izmedu 1.12 1 1.136."

Zagrijavanjem u vodenoj kupelji propolis se razdvaja na dva dijela: viskoznu masu

koja pada na dno te vosak koji pluta na povrsini i ima mnoge koristi u péelarstvu.



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja je prouciti dostupnu literaturu i znanstvene ¢lanke o fitokemijskim
karakteristikama 1 bioloskoj aktivnosti propolisa. Iz literaturnih podataka izdvojiti metode
odredivanja kemijskog sastava propolisa te metode odredivanja antioksidacijske i
antimikrobne aktivnosti. Kroz rezultate prikazati sastav propolisa te dokazanu biolosku
aktivnost propolisa. U raspravi usporediti dobivene rezultate i prikazati mehanizme bioloSke

aktivnosti propolisa.



3. MATERIJALI I METODE



3.1. Ekstrakcija propolisa

Propolis se ne moze koristiti izravno kao sirovi materijal, a jednostavno frakcioniranje
u svhu dobivanja zasebnih komponenti je vrlo teSko zbog njegovog slozenog sastava.
Uobicajeni 1 najc¢es¢i nacin je ekstrahiranje frakcije topljive u etanolu (propolis balzam), pri
¢emu se uklanja vosak, a konacni rezultat je alkoholni ekstrakt propolisa koji je bogat bioloski
aktivnim komponentama.'®> Osim etanolne ekstrakcije, postoji i vodena ekstrakcija koja je

takoder pokazala pozitivne znacajke propolisa.

Odabir otapala ovisi o kona¢noj uporabi ekstrakta. Dok se za medicinsku upotrebu
gotovo uvijek koristi vodeni i etanolni ekstrakt propolisa, za kozmeticke svrhe i vanjsku

upotrebu najesce se koristi propilenglikol.'*

3.2. Kemijska analiza propolisa

3.2.1. Kromatografske tehnike

Potpuna kemijska karakterizacija propolisa zahtijeva koriStenje razliCitih tehnika
odvajanja, koje omogucuju identifikaciju 1 kvantifikaciju pojedinacnih komponenti. Prema
Europskoj Farmakopeji, kromatografske tehnike HPTLC 1 HPLC najpopularnije su metode za
rutinsku analizu biljnih spojeva. Kromatografske tehnike se najces¢e koriste za odredivanje

kemijskog profila propolisa.'®

3.2.1.1. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography) danas je najrazvijeniji oblik kromatografije. Svaki kromatografski proces
zahtijeva postojanje dvije faze, stacionarne i mobilne. Kod HPLC-a stacionarna se faza sastoji
od finih ¢vrstih Cestica malog promjera (3-50 um) ravnomjerno raspodijeljenih unutar

metalne, staklene ili plasti¢ne cijevi- kromatografske kolone. Mobilna faza je kapljevina koja



sluzi kao otapalo za prenoSenje otopljenog uzorka kroz kolonu. Do razdvajanja sastojaka neke
smjese dolazi uslijed fizikalno-kemijskih interakcija sastojaka s mobilnom 1 stacionarnom
fazom. Spojevi s malim afinitetom za stacionarnu fazu i dobre topljivosti u mobilnoj fazi brzo
se ispiru iz kolone, a spojevi koji se dobro vezu za stacionarnu fazu i slabo su topljivi u
mobilnoj krecu se mnogo sporije kroz kolonu. To dovodi do odjeljivanja sastojaka uzorka na
koloni, koji se eluiraju sa kolone u razli¢itim vremenima od trenutka injektiranja, a koji se na
detektoru detektiraju kao kromatografski vrsci, pikovi (engl. peak), iz ¢ega se onda mogu

odrediti kvantitativna i/ili kvalitativna svojstva detektirane tvari.'®

Suvremeni se HPLC uredaj sastoji od automatskog uzorkivaca (engl. autosampler),
injektora, jedinice za pripravu mobilne faze umjeSavanjem dvaju ili viSe otapala, pumpe i
otplinjada (degazera), kolone, detektora i sustava za prikupljanje podataka.'® Jedan takav

uredaj shematski je prikazan na slici 2.

Detektor

Injektor

InjeKiranje uzorka

e

Mobilna
faza

Obrada podataka

Slika 2. Shematski prikaz HPLC-a

Vrsta detektora odabire se prema kemijskim svojstvima analita. Za analizu propolisa

najvise se koriste "diode array" detektor (DAD) i maseni spektrometar (MS).!”

3.2.1.2. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

Plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) tehnika je koja se intenzivno

koristi za kemijsku analizu slozenih smjesa kao §to je propolis. GC-MS kombinira znacajke
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plinske kromatografije za odjeljivanje 1 kvantifikaciju smjesa, te masene spektrometrije za

kvalitativnu analizu.!”

GC-MS je pogodna tehnika za kvalitativnu i kvantitativau analizu spojeva koje je
moguce prevesti u plinovito stanje bez da se raspadnu pri temperaturama od nekoliko stotina
Celzijevih stupnjeva. Temelji se na razdvajanju analita izmedu plinovite mobilne faze i tekuce
faze imobilizirane na inertnom nosacu stijenki kapilarne cjevcice (kapilarne kolone). Mobilna
faza je plinovita i kemijski inertna (helij, dusik, vodik). Upareni uzorak injektira se kroz
injektor na pocetku kolone i prolazi kroz nju noSen mobilnom fazom pod poviSenim tlakom.
Sastojci uzorka se zbog razlicitih fizikalno kemijskih svojstava razdvajaju na kromatografskoj

koloni, te u razli¢ito vrijeme dolaze u MS.

U MS-u spojevi se ioniziraju pri ¢emu nastaju molekulski ioni i nabijeni fragmenti
koji ulaze u magnetski analizator gdje im se pod djelovanjem jakog magnetskog polja moze
zakrenuti putanja ovisno o omjeru mase i naboja (m/z). Tako ionizirani spojevi dolaze na

detektor gdje nastaje elektricni signal u obliku omjera m/z koji se zapisuje na pisacu.'®

Karakteristi¢ni 1 konstantni produkti fragmentacije komponenti uzorka olakSavaju
strukturnu identifikaciju pretrazivanjem biblioteka referentnih spektara kao $to su baze
spektara NIST (engl. National Institute of Standards and Technology), EPA (engl.
Environmental Protection Agency), Wiley i SWGDRUG (engl. Scientific Working Group for
the Analysis of Seized Drugs)."”

3.2.1.3. Tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti

Zbog niza prednosti kao §to su brzina, niska cijena i jednostavnost, tankoslojna
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Thin-Layer Chromatography,
HPTLC) zauzela je znacajno mjesto u ispitivanju fenolnog profila propolisa u ovisnosti o

njegovom botani¢kom i geografskom porijeklu.*’

HPTLC je poboljSana forma tankoslojne kromatogratije (TLC). Odjeljivanja TLC-om
temelje se na adsorpciji, razdjeljenju (razdjeljenje normalnih faza i obrnutih faza), ionskoj
izmjeni, isklju¢enju veli¢inom ili kombinaciji ovih mehanizama. Nepokretna faza je tanki sloj

fino dispergiranih Cestica nanesen na staklenu ili plasticnu plocu, a pokretna se faza krece
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kapilarnim silama ili silom gravitacije uzduz sloja. Kao nepokretne faze dolaze u obzir
anorganski adsorbensi, ionski izmjenjivaci i molekularna sita, poliamidi, celuloza, aktivni
ugljen, itd. Debljina tankog sloja kreée se od 0,2 do 2 mm. Uzorak se nanosi u obliku kapi na
udaljenosti 1-2 cm od ruba ploce tj. iznad razine otapala (pokretne faze). Ploca se stavlja u
zatvorenu komoru zasi¢enu parama otapala tj. pokretne faze te se otapalo dize silama
kapilariteta. Kada je pokretna faza presla oko 2/3 ploce razvijanje je zavrSeno i ona se vadi iz

komore.?!

Kromatogram dobiven TLC-om je plo$ni kromatogram. Kao vrijednost zadrzavanja u
TLC koristi se faktor zaostajanja (Rg), a zg 1 zv predstavljaju put analita odnosno pokretne

faze (eluensa).

RF = ZR/ZM 7R < ZM RF <1

Kod simetricnih mrlja promatra se srediSte mrlje, a kod asimetricnih mjesto

maksimalnog intenziteta mrlje (Slika 3.).

Modifikacijom tankog sloja na ploci dobivena je TLC visoke djelotvornosti (HPTLC)

kojom se postizu brza i1 bolja odjeljivanja.

I
start —— d__'_r_,..-frn:unt
° ‘ :
kap — .
uzotka
ZRA
ZRE
Slika 3. Shematski prikaz procjene mrlji u TLC
3.2.2. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode vrlo su korisne za brzo i1 jednostavno odredivanje

sadrzaja fenolnih spojeva u propolisu kao i1 za rutinsku kotrolu pripravaka propolisa. Postoje
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ucinkovite, precizne 1 pouzdane spektrofotometrijske metode koje su usmjerene na
odredivanje flavonoida i ukupnih fenolnih spojeva kao glavnih i najvaznijih bioloski aktivnih
sastojaka propolisa.'” Naime, dokazano je da odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i
flavonoida bolje odrazava biolosku aktivnost propolisa nego kvantifikacija pojedinacnih

komponenti.**

Folin-Ciocalteu (FC) metoda najceS¢e je koriStena metoda za spektrofotometrijsko
odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u propolisu. Temelji se na oksidaciji fenolnih grupa
dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa i nastajanju obojenog produkta. Folin-Ciocalteu reagens
je smjesa fosfovolframske 1 fosfomolibdenske kiseline, a pri oksidaciji fenolnih grupa do
kinona ove kiseline reduciraju se u okside volframa i molibdena koji su plavo obojeni. Mjeri
se intenzitet nastalog obojenja pri 765 nm, uz galnu kiselinu (3,4,5-trihidroksibenzojeva
kiselina) kao standard. Rezultat se izrazava kao mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) na gram

suhe tvari uzorka (mg GAE/g s.t.).”

Mo(VI) + ¢ — Mo(V) (plavo obojenje)

Spektofotometrijski test temeljen na stvaranju kompleksa s aluminijevim (III)
kloridom (AICIs) je metoda izbora za kvantitativno odredivanje sadrZzaja flavona i flavonola
u propolisu. Metoda se temelji na tome da AlCI; formira stabilne kisele komplekse s C-4 keto
skupinom i C-3 ili C-5 hidroksilnom skupinom flavona i flavonola, a nestabilne komplekse s
ortodihidroksilnim skupinama u A ili B prstenu flavonoida. Nedostatak ove metode moze biti
taj Sto u biljkama flavoni i flavonoli mogu postojati u obliku glikozida, a prisutnost Se¢erne
skupine ugrozava ispravnu kelaciju s AICl;. Bilo koja blokada hidroksilnih skupina

glikozilacijom, ak i metoksilacijom, na pozicijama 3, 5, 3" ili 4' sprje¢ava kelaciju s AICl3.**

Flavanoni i flavanonoli ne doprinose spektrofotometrijskim mjerenjima temeljenima
na reakciji s AICl;. Navedeni spojevi se ponaSaju kao ketoni u reakciji s 24-
dinitrofenilhidrazinom (2,4-DNPH) u kiselom mediju, pri ¢emu nastaje narancasto obojeni
spoj fenilhidrazon s maksimumom apsorpcije na 495 nm. Kao standard koristi se

naringenin.”
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Zbog dvostruke veze na poziciji C2, flavoni i flavonoli ne mogu reagirati s 2,4-DNPH
Sto ih razlikuje od flavanona i flavanonola. Ukupni sadrzaj flavonoida prikazan kao zbroj
dviju navedenih spektrofotometrijskih metoda koristan je podatak za procjenu sadrzaja

flavonoida u proizvodima od propolisa.*®

3.3. Metode odredivanja antioksidacijskog djelovanja propolisa

Antioksidans je molekula sposobna sprijeciti oksidaciju drugih molekula 1 $titi stanice
od Stetnog djelovanja slobodnih radikala, kao $to su reaktivni kisikovi spojevi. Razliite in
vitro metode koriStene su za odredivanje antioksidacijske aktivnosti propolisa kao $to su
FRAP, ABTS i DPPH metoda. DPPH metoda najces¢e je koriStena metoda odredivanja

antioksidacijskih svojstava propolisa jer je jednostavna, brza, jeftina i precizna.”’

Metoda DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-pircylhydrazyl) je metoda ,,hvatanja“ slobodnih
DPPH radikala. Metoda se zasniva na sposobnosti stabilnog slobodnog radikala 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil-radikala (DPPH-) da reagira s vodik donorom. DPPH je dusikov radikal koji na

jednom atomu dusikovog mosta sadrzi nespareni elektron.”® (Slika 4.)

Slika 4. Struktura 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-radikala (DPPH-)

Mehanizam reakcije zasniva se na donaciji atoma vodika DPPH- radikalu od strane

antioksidansa (AH). Tad nastaje DPPHH, a antioksidans postaje radikal (A-).
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DPPH: + AH <> DPPHH + A-

DPPH- intezivno apsorbira u vidljivom dijelu spektra pri valnoj duljini od 517 nm.
Kad prijede u DPPH oblik dolazi do smanjenja apsorpcije, a kao posljedica njegove redukcije
s antioksidansom dolazi do promjene boje iz intezivno ljubicaste u zutu. Reakcija se prati
spektrofotometrijski pri 517 nm. Nakon 30 minuta mjerenja ocita se apsorbancija te se raCuna

postotak inhibicije radikala prema sljede¢em izrazu:

% inhibicije DPPH- =499=4%0) 19

Aco = apsorbancija kontrole (otopina DPPH- radikala) kod t = 0 minuta

Aat= apsorbancija reakcijske smjese nakon t = 30 minuta.

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda jednostavna je i brza,
indirektna metoda, koja se temelji na redukciji Fe'" iona u Fe*" ion u prisutnosti
antioksidansa. Nastali Fe*" ioni u prisutnosti 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ reagens) tvore
plavo obojen kompleks, koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm. Reakcija se odvija u

kiselom mediju.?”’

DRhahe PR aHe
+ antioksidans N
N
Fe (Il)
Fe (lll) -—— e
NAN/\“‘“N/ - elektron N’”?‘ \RN/‘
| N N
NQ} \LN N-:;} T | | = \N | = Ry
| P | P e e

Slika 5. Reakcija redukcije zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)



3.4. Metode odredivanja antimikrobnog djelovanja propolisa

Osjetljivost bakterija na antibiotike moze se testirati difuzijskim 1 dilucijskim
metodama te njihovom kombinacijom (E-test). Najces¢e koriStena metoda odredivanja
antimikrobnog djelovanja jest disk difuzijska metoda. Metoda je kvalitativna, a odreduje se
osjetljivost bakterija na antibiotik. Difuzijski postupak provodi se u Petrijevoj zdjelici na
krutoj hranjivoj podlozi (najces¢e agar). Diskovi natopljeni antibiotikom stavljaju se na
povrsinu hranidbene podloge koja je prethodno inokulirana Cistom bakterijskom kulturom.
Nakon inkubacije na optimalnoj temperaturi mjeri se promjer zone inhibicije rasta bakterija,
te se prema standardu ispitivani soj svrstava u kategorije osjetljiv, umjereno osjetljiv i

4
otporan.

~24 sata

Zona inhibicije rasta

Diskovi natopljeni Podloga od agara bakterija

antibiotikom

Rast bakterija

Slika 6. Disk difuzijska metoda

Metoda dilucije predstavlja kvantitativnu metodu odredivanja aktimikrobnog
djelovanja. Sluzi za odredivanje najnize (minimalne) koncentracije antimikrobne tvari koja
sprjecava rast bakterija (MIK). Antimikrobna tvar serijski se dvostruko razrjeduje i fiksni
volumen dodaje u tekucu (bujon) ili krutu (agar) podlogu. Nakon inokulacije bakterijske
kulture slijedi period inkubacije na optimalnoj temperaturu. Minimalna inhibicijska
koncentracije (MIK) predstavlja koncentraciju antimikrobne tvari u prvoj podlozi na kojoj
nema vidiljivog rasta bakterija, a izrazava se najces¢e u pg/mL ili mg/L. Ako se nakon
inkubacije podloge u bujonu, u kojima nije doslo do vidljivog rasta bakterija, presade na krutu

podlogu bez antibiotika, dobije se minimalna baktericidna koncentracija (MBK). Minimalna
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baktericidna koncentracija tj. najmanja koncentracija koja ubija bakterije ocituje se na prvoj

podlozi na kojoj nema vidljivog rasta bakterija.*’

MIK

bujon + antibiotik
u razli¢itim
koncentracijama

-

‘ 0.25 pg/mL 0.5 pg/mL 1 pg/mL ‘ ‘ 2 pg/mL 4 ug/mL 8 pg/mL ‘

‘ Zamudéenost = rast bakterija

‘ ‘ Bez zamucenosti = inhibicija rasta bakterija ‘

Slika 7. Primjer odredivanja minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) dilucijskom

metodom

E-test je kombinirani test koji povezuje disk difuzijsku i dilucijsku metodu. Na
hranidbenu podlogu prethodno inokuliranu bakterijskom kulturom postavlja se posebna traka

koja je impregnirana antibiotikom u gradijentu koncentracije. Iz zone inhibicije rasta moze se

oCititati minimalna inhibicijska koncentracija (MIK).
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4. REZULTATI
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4.1. Kemijski sastav propolisa

Propolis je pcelinji proizvod kompleksnog sastava. Njegov sastav je varijabilan te
ovisi ponajprije o mjestu i vremenu sakupljanja®, ali opéenito, sirovi propolis je sastavljen od

oko 50% balzama 1 smola, 30% pcelinjeg voska, 10% isparljivih spojeva, 5% peludi 1 5%

razli¢itih organskih komponenti i minerala.’

E Balzami i smole
Pcelinji vosak
M Isparljivi spojevi

B Pelud

B Ostale organske komponente i
minerali

U/

Slika 8. Prosjecni kemijski sastav propolisa

Podrijetlo tvari u propolisu potjece iz triju izvora: biljnih izlucevina, sekrecijskih

supstanci p&elinjeg metabolizma i tvari dodanih za vrijeme njegove obrade."” Do sada je u

propolisu identificirano vise od 300 razli¢itih komponenti.

4.1.1. Balzami i smole

Balzami i smole, tj. polifenolna frakcija propolisa sastoje se od flavonoida i ostalih

fenolnih spojeva (ne-flavonoida).
Flavonidi su bioloski najvaznije komponente propolisa. Zastupljenost flavonoida u
propolisu je razliita, a ovisi o mnogo faktora. Najvaziji flavonoidi u propolisu su krizin,

galangin, acacetin, pinocembrin, pinobanksin, apigenin, luteolin, kemferol i kvercetin.*
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Slika 9. Kemijske strukture nekih od najvaznijih flavonoida u propolisu.

Ne-flavonoidi u propolisu ukljucuju jednostavne fenole, fenolne kiseline, kumarine,
ksantone, stilbene, lignine i lignane. Na temelju strukture, razlikuju se dvije skupine fenolnih
kiselina: derivati benzojeve kiseline (hidroksibenzojeve kiseline, C6-C1) i derivati cimetne
kiseline (hidroksicimetne kiseline, C6-C3).*! Neki od fenolnih spojeva karakteristi¢nih za
propolis su: CAPE (fenil ester kavene kiseline), kavena kiselina, cimetna kiselina, p-

kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, artepilin C i dr.

HDWEDDH /@@CDDH H,CO : x COOH
HO HO HO

Kavena kiselina p-Kumarinska kiselina Ferulinska kiselina

Slika 10. Kemijske strukture odabranih fenolnih kiselina prisutnih u propolisu
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4.1.2. Pcelinji vosak

Analizom uzoraka Brazilskog propolisa pronadeni su ugljkovodici i esteri slicni onima
pronadenima u uzorcima Europskog propolisa. Takoder, sastav voska se pokazao identican
sastavu voska u koSnici Sto sugerira da potjeCe od pcela, a ne od biljaka. Najzastupljeniji

ugljikovodici su alkani i alkeni s 27, 29, 31 i 33 atoma ugljika.*

Osim ugljikovodika, vosak iz propolisa sadrzi estere, alkohole, masne kiseline te
mnoge druge nepolarne spojeve. Od alkohola najzastupljeniji su primarni alkoholi s 24, 30 i
34 atoma ugljika. Organske kiseline koje su identificirane u ve¢im koli¢inama u pcelinjem

vosku su arahidonska, oleinska, linolna, palmitinska, stearinska i cerotinska kiselina.*?

4.1.3. Ugljikohidrati

U uzorcima propolisa s Kanarskih otoka i Malte pronaden je znacajan broj razlicitih
ugljikohidrata i njihovih alkohola. Pomoéu GC-MS metode identificirani su ugljikohidrati

ksiloza, galaktoza, manoza, maltoza,laktoza, fruktoza i dr., kao i Se¢erni alkoholi npr. inozitol.

Jo$ nije sasvim jasno odkuda potjecu ugljikohidrati u propolisu. Smatra se da je
biljna sluz koja je bogata ugljikohidratima glavni biljni izvor propolisa s Kanarskih otoka i

Malte te ujedno izvor ugljikohidrata.**>

4.1.4. Vitamini i minerali

Dokazana je promjenjiva koli¢ina vitamina u propolisu. Pronadeno je sedam vitamina:
vitamin Bj(tiamin), Bj(riboflavin), Bj(nikotinska kiselina), Bs(pantotenska kiselina),

Bg(piridoksin), C i E.2

Analiza propolisa iz razli¢itih hrvatskih regija pokazala je da propolis sadrzi elemente
u tragovima: kalcij (Ca), kalij (K), magnezij (Mg), natrij (Na), bor (B), barij (Ba), krom (Cr),
zeljezo (Fe), mangan (Mn), nikal (Ni), stroncij (Sr) i cink (Zn), te toksi¢ne elemente: arsen

(As), kadmij (Cd), Ziva (Hg) i olovo (Pb).*
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Analiza argentinskog propolisa pokazala je da sadrzi: brom (Br), kobalt (Co), krom

(Cr), Zeljezo (Fe), rubidij (Rb), antimon (Sb), samarij (Sm) i cink (Zn).”’

4.1.5. Isparljivi spojevi

Iako isparljivi spojevi zauzimaju oko 10% ukupnog sastava, njihov aromati¢ni miris i

znacajna bioloska aktivnost ¢ine ih bitnim sastavnicama propolisa.

Terpeni predstavljaju najzastupljeniju skupinu medu isparljivim spojevima te imaju
bitnu ulogu u razlikovanju pravog od laznog propolisa. Terpeni koje najvise nalazimo u
propolisu dijele se na monoterpene i1 seskviterpene. Njihov sastav 1 koli¢ina su jako

Ce . . 10
promjenjivi te ovise 0 mnogo faktora.

Analizom propolisa s podru¢ja Hrvatske identificiran je znacajan broj razlicitih
terpena od kojih su najzastupljeniji oksidirani seskviterpeni: a-eudesmol, B-eudesmol i y-
eudesol. Takoder, pronadena je velika koli¢ina seskviterpenskih ugljikovodika: y-kadinen, o-

muurolen, cis-kalamenen 1 dr.®

A
AN
1[E=
/
T
\
_-'}

=M

P B

Slika 11. Strukture odabranih seskviterpena pronadenih u propolisu: (1) d-kadinol, (2) kopaen,
(3) a-muurolen, (4) a-kubeben, (5) y-kadinen i (6) B-eudesmol.
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Od ne-terpenskih komponenti najzastupljeniji su benzil-alkohol, benzojeva kiselina i

benzil-benzoat.*

:
g

Benzil-alkohol Benzojeva kiselina Benzil-benzoat

Slika 12. Kemijske strukture najzastupljenijih ne-terpenskih isparljivih spojeva u propolisu

4.2. Antimikrobno djelovanje

Antimikrobno djelovanje propolisa zabiljezeno je kod razliitih bakterija, virusa,
gljivica te parazita. In vitro, propolis djeluje direktno na mikroorganizme sprjecavajuci njihov
rast, dok u organizmu djeluje i na indirektan nadin tako Sto potiCe stvaranje stanica

imunoloskog sustava te protutijela.*’

4.2.1. Antibakterijsko djelovanje

Ucinak propolisa na bakterije smatra se najvaznijim bioloSkim svojstvom propolisa.
Mnoge studije bavile su se istrazivanjem ucinka na razli¢ite G-pozitivne i G-negativne

bakterije, acrobne i anaerobne, koristeci propolis razliitog podrijetla i kemijskog sastava.’

Iako djelotvoran protiv vecine bakterija, antibakterijsko djelovanje propolisa jace je
ipak izrazeno na G-pozitivne nego na G-negativne bakterije. Istrazivanja su dokazala da
propolis djeluje na: Staphylococcus aureus*™, Streptococcus mutans™, B. cereus i Bacillus
subtilis**, Pseudomonas spp.”, Listeria monocytogenes™, Salmonella enteritidis”’,

Salmonella typhi*® i dr. (Tablica 1.)

23



Gram-pozitivne bakterije

Gram-negativne bakterije

Aerobne:

Bacillus cereus

Aeromonas hydrophila

Bacilus subtilis

Brucella abortus

Enteroroccus spp.
(Enterococcus faecalis)

Corynebacterium sp.
(C. pseudotuberculosis)

Micrococcus luteus

Escherichia coli

Nocardia asteroids Helicobacter pylori
Rhofococcus equi
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus spp.

(S. auricularis, S. capitis, S.
epidermidis S. haemolyticus, S.
hominis, S. mutans, S. warnerii)

Salmonella sp.
(S. enteritidis, S. typhi, S. typhimurium)

Streptococcus spp.

(S. cricetus, S. faecalis, S.
pneumoniae, S. pyogenes, S. [5-
haemolyticus, S.mutans, S.
sobrinus, S. viridians)

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris
Shigella dysenteriae

Anaerobne:

Actinomyces naeslundii
Lactobacillus acidophilus
Peptostreptococcus micros

Actinobacillus actinomycetemcomitans
Capnocytophaga gingivalis
Porphyromonas anaerobius
Prevotella intermedia

Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivalis
Prevotella melaninogenica

Prevotella oralis
Veillonellla parvula

Tablica 1. Bakterije osjetljive na propolis

4.2.2. Antivirusno djelovanje

Za razliku od antibiotika, propolis djeluje i na viruse. Djelovanje propolisa na viruse

potvrdeno je brojnim istrazivanjima te se moze pripisati flavonoidima. Istrazivanja su

pokazale da propolis i/ili njegovi sastojci djeluju na brojne viruse: polioviruse, korona,

rotaviruse, adenoviruse 1 HSV (Herpes simplex virus).

49,50,51,52
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Takoder, dokazano je da propolis i neki njegovi sastojci (apigenin, krizin) djeluju
profilakticki na virus gripe, tako Sto blokiraju neuraminidazu te sprjecavaju izlazak virusa iz

inficirane stanice.’>>*

Klini¢ka studija iz 2004. godine® dokazala je ucinkovitost propolisa u lije¢enju
genitalnog herpesa uzrokovanog HSV-2 (Herpes simplex virus tip 2). Masti na bazi propolisa
pokazale su se u€inkovitima u smanjenju trajanja genitalnih lezija, boli te povecanja intervala

izmedu epizoda bolesti.

4.2.3. Antiparazitno djelovanje

Prema odredenim studijama, propolis se pokazao ucinkovit kod vecine parazita
rasprostranjenih u tropskim i subtropskim podru&jima, kao §to su: Trichomonas vaginalis™
(uzroénih urogenitalne trihomonijaze), Trypanosoma cruzi’' (uzroénik Chagasove bolesti ili
ameri¢ke tripanosomijaze), Leishmania®® (uzro¢nik lismanioze), Gardia lamblia™ (uzroénik

giardijaze, zarazne bolesti tankog crijeva).

Osim navedenog, propolis je pokazao inhibitorno djelovanje na Toxoplasma gondi®
,uzro¢nika toksoplasmoze. Navedena infekcija je jako opasna u trudnoéi jer ne pokazuje
specificne simptome kod trudnica, a kod djeteta uzrokuje razne abnormalnosti pa ¢ak i
spontani pobacaj. Propolis se takoder pokazao ucinkovit kod Trypanosoma brucei, parazita

koji uzrokuje bolest spavanja.®'*?

4.2.4. Antigljivicno djelovanje

Iako je antibakterijski u¢inak propolisa vazniji nego antigljivicni, ipak mnoge studije

dokazuju osjetljivost propolisa na razlicite klini¢ki znacajne gljivice.

In vitro istrazivanja dokazala su pozitivno djelovanje propolisa iz razli¢itih

. . . v . 50,63,64 65,66
geografskih izvora na sojeve Candida spp. kao §to su C. albicans™ """, C. genera"", C.

tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis i dr.®”®®
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4.3. Antioksidacijsko djelovanje

U usporedbi s peludi i maticnom mlije¢i, ekstrakt propolisa pokazao je najjace

antioksidacijsko djelovanje.®’

Istrazivanja su pokazala da je antioksidacijski ucinak proporcionalan koncentraciji
polifenola.”® Stoga, Europski propolis koji je bogatiji polifenolima, pokazuje jace
antioksidacijsko djelovanje od Brazilskog propolisa.”' Takoder, vrijednost ORAC (engl.
Oxygen radical absorbance capacity- kapacitet za apsorpciju kisikovih radikala) cistog
propolisa veca je od njegovih ekstrakata. CAPE je spoj koji posjeduje snaznu antioksidacijsku

72
1’1’10C.7

4.4. Antitumorsko djelovanje

Brazilski zeleni propolis pokazao je znaCajnu aktivnost protiv razli€itih tumorskih
stanica in vitro.”"’* Glavni mehanizam kojim propolis djeluje na tumorske stanice povezan je

s inhibicijom njihovog rasta te poticanjem apoptoze.’

In vivo, trodnevni tretman 10%-tnim brazilskim propolisom povecao je citotoksicnu

aktivnost NK stanica protiv limfoma miga.”®

Europski propolis i1 neke izolirane polifenolne komponente (kavena kiselina, CAPE 1
kvercetin) mogu smanjiti broj tumorskih nodula u plu¢ima, pri ¢emu je antimetastatski efekt

propolisa ve¢i nego onaj pojedinih komponenti.”’

4.5. Ostala bioloska djelovanja propolisa

Klinic¢ka ispitivanja iz 2003. godine kod pacijenata s blagom do umjerenom astmom
dokazala su da propolis smanjuje broj noénih napadaja, Siri diSne puteve i poboljSava
ventilatornu funkciju pluc¢a. Broj noénih napadaja smanjio se s prosjec¢no 2.5 na 1 tjedno kod
one skupine koja je uz stalnu terapiju teofilinom primala vodeni ekstrakt propolisa. Takoder,

doslo je do povecanja forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC), forsiranog ekspiratornog
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volumena u prvoj sekundi (FEV1), vrSnog ekspiratornog protoka (PEFR) i forsiranog

ekspiratornog protoka tijekom 25-75% FVC-a (FEF25-75)."®

Prilikom koriStenja kod alergija i rinitisa, nije primijec¢en ucinak nakon jedne doze, ali
znafajno smanjenje curenja nosa i kihanja primije¢eno je kada se doza od 1000 mg/kg

koristila kroz dva tjedna. Ispitivanja su se provodila na miSevima.”

Dokazana su i mnoga druga bioloSka djelovanja, kao §to su: zacjeljujuce, protuupalno,

hepatoprotektivno, antiulcerozno, antihipertenzivno, anestetsko, hipoglikemijsko i dr.’
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5. RASPRAVA
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5.1. Bioloski znacajne komponente propolisa

5.1.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti prisutni u velikom broju biljnih vrsta u
znacajnim koli¢inama. Premda se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s
kemijskog stajaliSta osnovno obiljezje svih fenolnih spojeva je prisutnost jednog ili vise
hidroksiliranih benzenskih prstenova. Sinteza biljnih fenola moze se odvijati na nekoliko
nacina. Dva najvaznija puta biosinteze ukljucuju put Sikiminske kiseline i put jabu¢ne kiseline

(acetil-malatni put). Kroz put Sikiminske kiseline sintetizira se ve¢ina biljnih fenola.*

Fenolni spojevi u prirodi se nalaze uglavnom u obliku glikozida, tj. povezani su s
razli¢itim molekulama ugljikohidrata. Pcele modificiraju propolis pomocu glukozidaze,
enzima pljuvacnih zlijezda, za vrijeme sakupljanja i obrade. Rezultat enzimske modifikacije
je hidroliza fenolnih spojeva na slobodne spojeve te povecanje njihove farmakoloske

aktivnosti.*!
Fenolne spojeve u propolisu dijelimo na flavonoide i ostale fenolne spojeve.

Flavonoidi predstavljaju veliku skupinu sekundarnih metabolita koji su prisutni u svim
biljkama, a odgovorni su za obojenost cvjetova i listova te jako vazni za normalan rast, razvoj
1 obranu biljaka. Flavonoidi se danas sve ¢eS¢e spominju kao pomo¢ pri lijecenju raznih vrsta
bolesti jer posjeduju antibakterijsko, antiviralno, protuupalno i antioksidacijsko djelovanje.
Osnovna kemijska struktura flavonoida je skelet od petnaest ugljikovih atoma rasporedenih u
dva aromatska prstena (A i B prsten) povezana heterociklickim piranskim prstenom (C

prsten).'® Neke opéenite strukture flavonoida prikazane su na slici 13.

Prema kemijskoj strukturi, flavonoide u propolisu dijelimo u nekoliko skupina:
flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli, kalkoni, dihidrokalkoni, izoflavoni,

izodihidroflavoni, flavani, izoflavani i neoflavonoidi.'

Oko 90% flavonoida biljaka nalazi se u obliku glikozida. Glikozilacija kod flavonoida
dogada se najéei¢e u polozaju 3, a manje u polozaju 7. Secer koji se najéesée javlja jest

glukoza, no javljaju se i galaktoza, ramnoza i ksiloza.®
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Slika 13. Osnovna kemijska struktura flavonoida (A) i op¢e strukture najvaznijih

podklasa flavonoida (B)

Jedna od glavnih karakteristika fenolnih spojeva i flavonoida je visoki antioksidacijski
potencijal zbog kojeg im se pripisuje sposobnost prevencije razliCitih bolesti kao Sto su

razliGite vrste tumora, osteoporoza, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti.™

5.1.2. Isparljivi spojevi

Osim aromati¢nog mirisa, isparljivi spojevi iz propolisa posjeduju antioksidacijska,

antimikrobna te druga bioloska svojstva.
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Monoterpeni izolirani iz propolisa ukljuc¢uju monociklicke, diciklicke monoterpene i
njihove derivate. Seskviterpeni su najzastupljenija skupina spojeva u propolisu. Prema broju

prstenova dijelimo ih na acikli¢ke, monociklice, diciklicke i tetraciklicke."

Brojna istrazivanja potvrdila su bioloSku vaznost isparljivih spojeva iz propolisa.
Dokazano je njihovo djelovanje na G-pozitivne i G-negativne bakterije. Takoder, isparljivi

spojevi povecavaju liticku aktivnost NK stanica te djeluju imunostimulirajuée.'”’

Za izolaciju isparljivih spojeva koriste se razliCite metode ekstrakcije, i to destilacija
vodenom parom, Likens-Nickerson (simultana destilacija-ekstrakcija), ultrazvucna ekstrakcija
otapalima, SPME (mikroekstrakcija na krutoj fazi) i dr. NajceS¢e koristena je Likens-
Nickerson metoda ekstrakcije. Za daljnju analizu spojeva moze se koristiti plinska

kromatografija (GC) kao zasebna tehnika ili spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS)."”

5.2. Kemotipovi propolisa

Kemotip propolisa Geografska lokacija Biljni izvor Glavne aktivne tvari
Tip topole Europa, Sj. Amerika, Vrste roda Populus, Flavoni, flavanoni,
ne-tropske regije najcescée P. nigra L. cimetna kiselina i njeni
Azije, Novi Zeland esteri
Tip alekrima Brazil Baccharis spp., najc¢es¢e  Prenilirane p-kumarinske
(zeleni propolis) B. dracunculifolia DC. kiseline, diterpenske kiseline
Tip breze Rusija Betula pendula Flavoni i flavanoni
(razliciti od tipa topole)
Crveni propolis Kuba, Meksiko, Vrste roda Dalbergia Izoflavonoidi (izoflavoni,
Brazil pterokarpani)
Mediteranski propolis  Sicilija, Gréka, Cupressaceae Diterpeni
Kreta, Malta
Tip kluzije Kuba, Venecuela Vrste roda Clusia Poliprenilirani benzofenoni
Pacificki propolis Pacificka regija Macaranga tanarius C-prenilirani flavanoni

(Tajvan, Indonezija)

Tablica 2. Geografska lokacija, biljni izvor i1 glavne tvari najc¢es¢ih kemotipova propolisa.
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Iako biljnog podrijetla, propolis je pcelinji proizvod i1 na razli¢itim geografskim
lokacijama pcele ga sakupljaju s razlicitih izvora. Zbog toga je sastav propolisa promjenjiv i
ovisi o prisutnim biljnim vrstama na odredenom podru¢ju. S obzirom na to razlikujemo
nekoliko kemotipova propolisa koji su okarakterizirani razli¢itim aktivnim tvarima.*® (Tablica

2)

Propolis iz hrvatske pripada tzv. Europskom propolisu tj. propolisu tipa topole.

5.3. Mehanizmi bioloSke aktivnosti propolisa

5.3.1. Mehanizam antimikrobnog djelovanja

Mehanizam antimikrobnog djelovanja propolisa vrlo je slozen, a moZze se pripisati
sinergistickom djelovanju fenolnih spojeva i drugih tvari prisutnih u propolisu te raznim
mehanizmima djelovanja.41 Do sada nije zabiljezena rezistencija bakterija na propolis, a njen
razvoj se smatra malo vjerojatnim jer je rije¢ o multikomponentnoj mjesavini slozenog

mehanizma djelovanja.

Utvrdeno je da propolis utjeCe na citoplazmatsku membranu te na taj nacin inhibira
pokretljivost bakterija, aktivnost enzima, diobu stanica i sintezu proteina.*** Takoder,
propolis inhibira RNA-polimerazu §to moze djelomicno objasniti sinergisticko djelovanje

propolisa s antibioticima koji djeluju na sintezu proteina.®

Kod virusa, propolis djelomi¢no blokira njihov ulazak u stanicu, djeluje na korake
replikacije u stanici, ili dovodi do degradacije RNA prije ulaska virusa u stanicu ili nakon

oslobadanja iz stanice.

In vitro, propolis djeluje direktno na mikroorganizam, dok u in vivo uvjetima djeluje
putem stimulacije imunoloskog sustava aktivacijom mehanizama koji ubijaju
mikroorganizam.*® Zbog navedenog, in vitro postupci su korisni za pripremu istraZivanja
moguceg potencijala prirodnog proizvoda, te ukoliko oni pokazu pozitivan rezultat, daljnji se
postupci usmjeravaju na in vivo istrazivanja koja bi trebala posti¢i klinicki znacajne

rezultate.®’
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5.3.2. Mehanizam antioksidacijskog djelovanja

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih
radikala. Slobodni radikali su kemijski spojevi velike reaktivnosti uslijed prisutnosti
nesparenih elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci. Nastaju svakodnevno u organizmu kao
proizvodi razlaganja kisika u procesu oksidacije hrane u stanicama, odnosno stvaranja
energije neophodne za Zivot. Vezu se s tvarima sa kojima dolaze u kontakt u kemijskoj
reakciji, poznatoj pod nazivom oksidacija. Vezivanjem slobodnih radikala na lipide,
ugljikohidrate, bjelanCevine 1 genetski materijal nastaju nove lanCane reakcije 1 oStecenja.
Nagomilavanje slobodnih radikala narusava zdravlje i1 ubrzava starenje, pa postajemo

podlozni nizu degenerativnih promjena.™

Glavni je mehanizam djelovanja antioksidansa stupanje u reakciju sa slobodnim

radikalima, oslabljujuci ih i deaktivirajuci. (Slika 14.)

Antioksidansi usporavaju starenje, snizavaju razinu kolesterola, smanjuju rizik
nastanka raka, pomazu suzbijanju razvoja tumora, Stite srce i krvne zile, pomazu kod

kroni¢nih pluénih bolesti itd.

NESPARENI ELEKTRON

ANTIOKSIDANS

DONACLJA
ELEKTRONA

SLOBODNI RADIKAL

Slika 14. Mehanizam djelovanja antioksidansa
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5.3.3. Mehanizam imunomodulacijskog i antitumorskog djelovanja

Antimikrobno djelovanje propolisa moze se iskazati na dva nacina— direktnim
uc¢inkom na mikroorganizme i indirektno putem stimulacije imunoloskog sustava. In vivo 1 in
vitro ispitivanja pokazala su da propolis moze aktivirati makrofage, povecavaju¢i njihovu
mikrobicidnu aktivnost. Propolis takoder povecava liticku aktivnost NK (,,natural killer*)
stanica prema stanicama tumora. Stimulira povecanu proizvodnju antitijela Sto ukazuje na
mogucénost koriStenja kao dodatka u cjepivima. Inhibitorni u¢inak na limfoproliferaciju moze
biti povezan s protuupalnim ucincima. Optimalni rezultati prilikom davanja propolisa
laboratorijskim Zivotinjama su opazeni kad se propolis koristio u kracem vremenskom
razdoblju, ali potrebna su daljnja istrazivanja da bi se utvrdila optimalna doza i vrijeme
uzimanja za ljude. Propolis pokazuje antitumorski i antikancerogeni ucinak te ima veliki
antimutageni potencijal, iako su mehanizmi kemoprevencije koju pokazuje propolis jos

nepoznati.”
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6. ZAKLJUCCI
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Propolis je pcelinji proizvod kojeg pcele koriste u kosnici kako bi se zastitile od
vanjskih neprijatelja. Zahvaljuju¢i svojim bioloskim djelovanjima, jo§ od davnih vremena
koristi se u narodnoj medicini. Podaci u literaturi pokazuju da se propolis koristi vise od 2000
godina, jo$ od 300 godina prije nase ere. Koristili su ga drevni Egipc¢ani, Inke, grcki i rimski

lijecnici i dr.

Prema Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda, propolis jest pcelinji

proizvod koji sadrzi smolaste tvari koje pcele skupljaju s pupoljaka drvenastih biljaka.

Propolis je po svom podrijetlu izlucevina tkiva pupoljaka i/ili kore drveca, kojom se
ono brani od Stetnih mikroorganizama. Pcele ga sakupljaju i koriste u ko$nici. Osim za
zatvaranja u kosnici i sprjeavanje ulaska neprijatelja, propolis ima i antisepticku ulogu.
Pomocu svojih antimikrobih, antigljivicnih i antivirusnih svojstava odrzava kosnicu sterilnom

te pomaze u borbi protiv infekcija.

Fizikalna 1 organolepti¢ka svojstva propolisa ovise uglavnom od vrste biljaka koje se
nalaze u radijusu letenja pcela. Ima ugodan miris biljnih pupoljaka, meda, voska i vanilije,
gorakast okus, ljepljiv je pri dodiru i ako se cuva duze, tamni. Pri gorenju luc¢i ugodan miris
smole. Boja propolisa jako je promjenjiva a krece se od svjetlo Zute, preko svih nijansi smede

1 crvene, do crne.

Propolis je tvar promjenjive konzistencije ovisno o temperaturi. Na temperaturi od 25
°C do 45 °C je mekan i ljepljiv. Na temperaturama manjim od 15 °C, te kada je zamrznut, ili

blizu zamrzavanja, postaje tvrd i lomljiv.

Slabo se otapa u hladnoj vodi, bolje u vruéoj. U eteru zagrijanom do 123 °C se otapa
do 66%. U etilnom alkoholu se otapa od 50 do 75%, a u acetonu od 20 do 40%. Topljivost
ovisi o trajanju ekstrakcije, temperaturi otapala te veli¢ini Cestica propolisa. U smjesi otapala
(eter 1 alkohol, kloroform 1 alkohol) postize se bolja topljivost. Propolis je topljiv 1 u benzinu,

masnoc¢ama, ulju i1 vazelinu.

Propolis se ne moze koristiti izravno kao sirovi materijal, a jednostavno frakcioniranje

u svhu dobivanja zasebnih komponenti je vrlo teSko zbog njegovog slozenog sastava.

vvvvv

ekstrakcije, postoji i vodena ekstrakcija propolisa.
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Potpuna kemijska karakterizacija propolisa zahtjeva koriStenje razlicitih tehnika
odvajanja, koje omogucéuju identifikaciju 1 kvantifikaciju pojedina¢nih komponenti. Prema
Europskoj Farmakopeji, kromatografske tehnike HPTLC, HPLC i GC-MS najpopularnije su

metode za odredivanje kemijskog profila propolisa.

Osim kromatografskih, koriste se i spektrofotometrijske metode koje su usmjerene na
odredivanje sadrzaja flavonoida 1 ukupnih fenolnih spojeva, kao glavnih i najvaznijih bioloski
aktivnih sastojaka propolisa. Dokazano je da odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i
flavonoida bolje odrazava biolosku aktivnost propolisa nego kvantifikacija pojedinacnih

komponenti.

U istrazivanjima antioksidacijske aktivnosti propolisa, najces¢e koriStene metode su

DPPH- metoda, FRAP- metoda i ABTS- metoda.

U istrazivanjima antimikrobne aktivnosti propolisa, najces¢e se koriste disk difuzijska

metoda, metoda dilucije te njihova kombinacija- E-test.

Propolis je pcelinji proizvod kompleksnog sastava. Njegov sastav je varijabilan te
ovisi ponajprije o mjestu i vremenu sakupljanja, ali opéenito, sirovi propolis je sastavljen od
oko 50% balzama i smola, 30% pcelinjeg voska, 10% isparljivih spojeva, 5% peludi i 5%

razli¢itih organskih komponenti i minerala.

Vitamini pronadeni u propolisu su: B;, B,, B3, Bs, Bs, C i E. Minerali pronadeni u

propolisu su Ca, K, Mg, Na, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Sr, Zn, As, Cd, Hg, Pb, Br, Co, Rb, Sb, Sm.

Pcelinji vosak najcesce sadrzi alkane i alkene s 27, 29, 31 i 33 atoma ugljika, estere,
alkohole, masne kiseline te mnoge druge nepolarne spojeve. Od alkohola najzastupljeniji su
primarni alkoholi s 24, 30 i 34 atoma ugljika. Organske kiseline koje su identificirane u ve¢im
koli¢inama u pcelinjem vosku su arahidonska, oleinska, linolna, palmitinska, stearinska i

cerotinska kiselina.

Fenolne spojeve u propolisu dijelimo na flavonoide i ostale fenolne komponente.
Flavonidi su bioloSki najvaznije komponente propolisa. Najvaziji flavonoidi u propolisu su

krizin, galangin, acacetin, pinocembrin, pinobanksin, apigenin, luteolin, kemferol 1 kvercetin.

Ne-flavonoidi u propolisu ukljucuju jednostavne fenole, fenolne kiseline, kumarine,
ksantone, stilbene, lignine i lignane. Fenolni spojevi karakteristi¢ni za propolis su: CAPE,

kavena kiselina, cimetna kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, artepilin C i dr.
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Jedna od glavnih karakteristika fenolnih spojeva i flavonoida je visoki antimikrobni i
antioksidacijski potencijal zbog kojeg im se pripisuje sposobnost prevencije razli¢itih bolesti.

Dokazano je da je antioksidacijski u¢inak proporcionalan koncentraciji polifenola.

Iako isparljivi spojevi zauzimaju oko 10% ukupnog sastava, njihov aromati¢ni miris i
znacajna bioloSka aktivnost Cine ih bitnim sastavnicama propolisa. Isparljivi spojevi iz
propolisa posjeduju antioksidacijska, antimikrobna te druga bioloSka svojstva. Terpeni
predstavljaju najzastupljeniju skupinu medu isparljivim spojevima. Terpeni koje najviSe
nalazimo u propolisu dijelimo na monoterpene i seskviterpene. Od ne-terpenskih komponenti

najzastupljeniji su benzil-alkohol, benzojeva kiselina i benzil-benzoat.

Dokazana su mnoga bioloska djelovanja propolisa, kao $to su: antibakterijsko,
antivirusno, antigljivicno, antiparazitno, antioksidacijsko, imunostimulirajuce, antitumorsko,
zacjeljujuce, protuupalno, hepatoprotektivno, antiulcerozno, antihipertenzivno, anestetsko,

hipoglikemijsko i dr.

Mehanizam antimikrobnog djelovanja propolisa vrlo je slozen, a moze se pripisati
sinergistickom djelovanju fenolnih spojeva i drugih tvari prisutnih u propolisu. In vitro,
propolis djeluje direktno na mikroorganizam, dok u in vivo uvjetima djeluje putem stimulacije

imunoloskog sustava aktivacijom mehanizama koji ubijaju mikroorganizam.
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Upotreba propolisa kao smole ljekovitih svojstava poznata je joS od pradavnih
vremena. Propolis je smolasta smjesa koju pcele prikupljaju sa pupoljaka stabala ili kore
razlicitih drveca te koriste u kosnici. Sastoji se od oko 50% balzama i smola (flavonoidi i
ostali fenolni spojevi), 30% pcelinjeg voska, 10% isparljivih spojeva, 5% peludi 1 5%
razli¢itih organskih komponenti i minerala. Propolis se ne moze koristiti kao sirovi materijal,

vec se treba procistiti ekstrakcijom s otapalima.

Dokazana su mnoga bioloSka djelovanja propolisa: antibakterijsko, antivirusno,
antigljivi¢no, antiparazitno, antioksidacijsko, imunostimulirajuce, antitumorsko, zacjeljujuce,
protuupalno, hepatoprotektivno, antiulcerozno, antihipertenzivno, anestetsko, hipoglikemijsko

1dr.

Najvaznije farmakoloski aktivne komponente propolisa su flavonoidi, razliciti fenoli te

isparljivi spojevi.
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The use of propolis as a resin with curative properties is known from ancient times.
Propolis is a resinous substance collected by honeybees from leaf buds and bark of various
plants and used in the hive. It is composed of 50% resin (composed of flavonoids and other
phenolic compounds), 30% wax, 10% volatiles, 5% pollen and 5% various organic
compounds and minerals. Propolis cannot be used as raw material, and it must be purified by

extraction with solvents.

Many biological activities of propolis have been reported: antibacterial, antiviral,
antifungal, antiprotozoan, antioxidant, immunostimulating, antitumor, tissue regenerative,
anti-inflammatory, hepatoprotective, antiulcer, antihypertensive, anesthetic, hypoglycemic,

etc.

The most important pharmacologically active constituents in propolis are flavonoids,

various phenolics and volatiles.
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