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1. UVOD

Otkricem prvog antibiotika zapoceo je novi period u razvoju moderne medicine (PLAYFAIR,
2004.). Moguc¢nost izoliranja i uzgoja bakterija, koje su prepoznate kao uzro¢nici bolesti, ali
isto tako i proizvodnja bioaktivnih metabolita, ubrzali su razvoj i istrazivanje novih
antimikrobnih lijekova (MOHR, 2016.). Paralelno s razvojem borbe protiv mikroorganizama,
otkriveno je da se vremenom razvija antimikrobna rezistencija.Naime, s razvojem novih
generacija lijekova, kojih je do danas otkriveno vise od 150, na znacajan dio istih razvila se
rezistencija (TANWAR i sur.,2014.). Razvoj rezistencije na antibiotike predstavlja ozbiljnu
prijetnju javnom zdravstvu.Stoga interes za istrazivanjem novih lijekova i mjeSavina
antimikrobnog djelovanja iz izvora prirodnog porijekla je proces koji je svakim danom sve
vazniji, a kao izvor potencijalnih novih lijekova antimikrobnog djelovanja prednjace biljke
(FALZON i BALBANOVA, 2017.) ili tvari Zivotinjskog podrijetla, poput p¢elinjih proizvoda.

Terapijska primjena pcelinjih proizvoda naziva se apiterapija (SENEL i DEMIR, 2018.).
Opisano je Sest glavnih pcelinjih proizvoda, razli¢itog kemijskog sastava, a ovisno o istome, i
razli¢itih funkcija unutar pcelinje kos$nice, ali i razli¢itog uéinka povoljnog za zdravlje ljudi i
domacih zivotinja. Med pcelama predstavlja energetski izvor, mati¢na mlije¢ sluzi kao
nutritivni izvor matici koji joj osigurava duzi zivotni vijek, a samim time i osiguranje
kontinuiteta péelinje zajednice, dok je pcelinji pelud izvor raznih hranjivih tvari (vitamina,
minerala, proteina, Se¢era) neophodnih za podizanje podmlatka. Kao gradevni materijal péele
koriste vosak i propolis, no propolis im zbog svojih antimikrobnih i antioksidativnih svojstava
sluzi i kao antiseptik u kosnici (PIETTA 1isur., 2002.). P&ele se Stite uz pomo¢ pcelinjeg otrova.

Svi se navedeni péelinji proizvodi koriste u kozmetologiji i u medicini.

Propolis je mjeSavina tvari smolaste konzistencije, koju pcele tragacice proizvode mijesajuci
smolu s biljnih pupoljaka s pcelinjim voskom, peludom te vlastitom slinom (enzimska
komponenta), kako bi dobile smjesu dovoljno kompaktnu za popravljanje osteCenja kosnice
(PIETTA i sur., 2002.).

Kemijski sastav propolisa slozen je i ovisan o geografskom i biljnom podrijetlute sirovi oblik
propolisa sadrzi vise od 300 razli¢itih kemijskih spojeva (HUANG i sur., 2014.). Zbog
sloZenosti sastava njegova farmaceutska standardizacija predstavlja izazov, pa se predlazu
razli¢iti pristupi standardizaciji — od one prema ukupnom sastavu polifenola, do standardizacije

prema botanickom podrijetlu (BANKOVA, 2005a.). Bez obzira na razliku u sastavu, razliciti



uzorci propolisa pokazuju sli¢ne bioloske u¢inke: antimikrobne, protuupalne, antioksidativne,

imunomodulacijske i antitumorske (BANKOVA, 2005b.).

S obzirom na pretpostavku da ¢e koncentracija nekih aktivnih tvari u propolisu (tzv. markera
bioloske aktivnosti) korelirati s bioloskim ucincima, Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti
koncentracije deset takvih tvari u razlicitim teku¢im ekstraktima propolisa, alkoholnim i
bezalkoholnim, s antimikrobnim i antioksidativnim u¢inkom.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. ANTIMIKROBNA REZISTENCIJA

2.1.1. ZLATNA ERA ANTIBIOTIKA

Otkric¢e prvog antibiotika penicilina je oznacilo pocetak ere antibiotika. Alexander Fleming je
1928. godine opazio sposobnost inhibicije bakterijskog rasta, od strane kontaminanta plijesni
Penicillium notatum (AMINOV, 2010.). Flemingovo opazanje posluzilo je kao temelj buduéih
istrazivanja novih antimikrobnih lijekova, kao i samog penicilina 1940-ih godina, kojima je
dokazan potencijal penicilina odnosno sposobnost kocenja bakterijskih infekcija (LIGON,
2004.). Siroka primjena novootkrivenog antibiotika pdovela je do pojave rezistentnih sojeva,
koja je potaknula razvoj polusintetskih antibiotika, odnosno druge generacije penicilina. Uzak
spektar aktivnosti i potreba za snaznijim djelovanjem protiv gram negativnih bakterija bila je
poticaj za prosirenje spektra djelovanja antibiotika druge te kasnijih generacija. 1960-ih godina
uvedena je treca generacija penicilina proSirenijeg spektra aktivnosti, aminopenicilini, koji su
u odnosu na prethodne bili u¢inkovitiji protiv gram negativnih bakterija poput Escherichiae
coli, Salmonellae spp., zahvaljuju¢i boljoj otpornosti na penicilinazu. Zadnja generacija
penicilina, poput karboksipenicilina prosirila je ve¢ Siroki spektar djelovanja protiv gram
negativnih bakterija i pokazala snaznu aktivnost protiv Pseudomonas aeruginose (PRESTON i
DRUSANO, 2016.). Prvi cefalosporin izoliran je iz plijesni Cephalosporium acremonium 1945.
godine (BO, 2000.). Nekoliko novih generacija antibiotika razvijeno je putem razli¢itih

kemijskih modifikacija izoliranih prirodnih spojeva, prosirujuci spektar aktivnosti.

2.1.2. POSTANTIBIOTSKA ERA

Nedugo nakon otkria prvog antibiotika, Fleming je ve¢ ranih 1940-ih godina predvidio
pocetak ere zloupotrebe samih lijekova, odnosno njihovog prekomjernog i1 ponekad
nepotrebnog koristenja (BARTLETT i sur., 2013.). Prva pojava rezistencije na antibiotike
zabiljeZena je vrlo brzo nakon otkri¢a prvog antibiotika. Porodica bakterija s visokom stopom
rezistencije na aminopenicilin jesu Enterobacteriaceae, posebice sojevi vrste E. coli
(PATERSON, 2006.), ¢ija je sposobnost inaktivacije penicilina penicilinazom dokumentirana
ve¢ 1940. godine. Priblizno dvije trecine invadiraju¢ih sojeva imenovane bakterije, u

vremenskom periodu izmedu 1950. i 2001. postale su ampicilin rezistentne (BOUZA i



CERCENADO, 2002.), dok je stopa aminopenicilin rezistentnih sojeva i dalje u porastu.
Slijedeci u nizu bakterija koji su se uspjesno odupirali antibioticima postala su i ¢etiri soja S.S
aureusa Cesto pronadena u hospitaliziranih pacijenata. Omjer infekcija uzrokovan navedenom
bakterijom porasao je u kratkom vremenu i rezultirao razvojem rezistencije (LOWY, 2003.).
lako je meticilin privremeno zaustavio brzo $irenje rezistencije, je izazvao rezistenciju u gotovo
29 % sojeva S. aureusa, uzro¢nika bolni¢kih infekcija (ZAFFIRI isur., 2013.). Jednaki, rastuci
trend pojave rezistentnih bakterija uslijedio je veoma brzo nakon otkri¢a svake iduce generacije
antibiotika. Jasno je da je prekomjerna i ¢esto neracionalna primjena antibiotika povezana s
razvojem rezistencije na iste. Prekomjerna primjena antibiotika standardna je pojava u
stoCarstvu, posebno u zemljama u kojima se antibiotici jo$ uvijek koriste 1 kao promotori rasta
I time doprinose razvoju rezistencije. Uz ljude koji se rezistentim sojevima inficiraju putem
kontaminiranih namirnica, ugrozen je i okoli§ koji se kontaminira ekskretima tretiranih
zivotinja (WRIGHT, 2010.). Ovakva javnozdravstvena prijetnja zahtjeva razradene metode
objedinjenog pracenja primjene antibiotika, kao i osjetljivosti bakterijskih sojeva na antibiotike
(TURNIDGE, 2014.). Rezistencija na antibiotike je problem globalnih razmjera, koji obuhvaca

ne samo medicinsku i znanstvenu zajednicu, ve¢ i drustvo u cjelini.

2.2. APITERAPIJA

Medonosna pcela (lat. Apis mellifera) pripada koljenu ¢lankonoZzaca (lat. Arthropoda), razredu
insekata (lat. Insecta), redu opnokrilaca (lat. Hymenoptera), porodici Apidae i rodu Apis. Rije¢
je o izrazito druStvenim insektima, ¢ija je najpoznatija karakteristika skladistenje meda i ostalih
tvari koje su potencijalno ljekovite za ljude, ali i za domace zivotinje. Trenutno su poznate dvije
domestificirane vrste pcela, prva je vrsta A. mellifera podrijetlom iz Europe, Azije i Afrike, a
unesena je i u Ameriku. Podvrsta imenovane vrste péele A .mellifera Caucasica najmarljivija
je od svih do sada opisanih podvrsta. Vrste A. cerana i A. florea rasprostranjene su u juznoj i
jugoisto¢noj Aziji, te th ne karakterizira sakupljanje proizvoda. Uzimajué¢i u obzir vaZnost
otkri¢a novih lijekova iz prirodnih izvora, ovaj je rad usmjeren na istrazivanje ucinkovitosti

pcelinjih proizvoda, posebice propolisa, odnosno njegovih tekuéih ekstrakata.

Narodna medicina je, osim prirodno dostupnih terapeutika na biljnoj bazi, koristila i one
zivotinjskog podrijetla, poput pcelinjih proizvoda, a koriStenje istih opisano je u brojnim
pisanim povijesnim zapisima. Razvoj i opseg Sirenja pcelarstva u posljednjih deset godina se

povecao zbog sve veceg podizanja svijesti o sve brzem nestanku ove zivotinjske vrste kako u



znanstvenim, tako iu laickim krugovima. Apiterapija predstavlja granu narodne medicine, ¢ije
se umijece temelji na primjeni pcelinjih proizvoda u ocuvanju zdravlja ljudi, ali i1 Zivotinja
(FRATELLONE i sur., 2016.). Glavni péelinji proizvod je med, a proizvode ga pcele tragacice
koje sakupljaju cvjetni nektar te ga kontinuirano probavljaju i regurgitiraju, i pohranjuju u
stanicama saca. Zajedni¢kim djelovanjem kiselog zelu¢anog pH i probavnih enzima invertaze,
dijastaze 1 amilaze stvara se zasi¢ena vodena otopina sastavljena od 80 % Secera, uglavnom
fruktoze i glukoze. Ostali pcelinji proizvodi predstavljaju mjesavinu zljezdanog sekreta pcela i
razli¢itih biljnih materijala, kao samostalni proizvodi ili pomijeSani medusobno, a rijec je o
mati¢noj mlijeci, pcelinjem vosku, propolisu, p€elinjem peludu i pcelinjem otrovu. Mati¢na
mlijec je bijelo-zuckasta, Zelatinozna 1 kisela mjeSavina sekreta hipofarinksa 1 mandibularnih
zlijezda slinovnica pcela, a sadrzi oko 67 % vode, zatim Secere, proteine i aminokiseline, masti
te enzime, vitamine, minerale i fenolne kiseline, sa znaCajnom varijabilnos¢u izmedu razli¢itih
biljnih izvora (MELLIOU i CHINOU, 2005.). P¢elinji pelud péele tragacice nozicama unose u
koSnicu nakon opraSivanja biljaka, te ga pohranjuju u stanice saca, gdje se isti mijeSa sa
sekretima Zlijezda slinovnica te fermentacijom postaje takozvani pcelinji kruh ili perga i
predstavlja glavnu energetsku zalihu za cjelokupnu koloniju péela (ALMEIDA-MURADIAN i
sur., 2005.). Péele radilice izlucuju pcelinji vosak pomocu vostanih zlijezda smjeStenih na Cetiri
posljednja trbusna koluti¢a. Péelinji vosak u najvecoj koli¢ini proizvodi se u fazi rasta pcelinje
kolonije u kasno proljece, a sluzi za izgradnju saca. PCelinji otrov ili apitoksin je sekret otrovne
zlijezde, dijela Zzalcanog sustava pcele, a isti pcela ubrizgava ubodom zalcem u potencijalnog
neprijatelja u svrhu vlastite ili zastite kompletne pcelinje zajednice. Rijec je o gustoj bezbojnoj
tekucini specifiénog mirisa, vecinski gradenog od vode, oko 80 %, dok ostatak ¢ini suha tvar,
peptidi, melitinin i apamin, enzimi poput fosfolipaze A2 i aktivni bioamini poput histamina i
kateholamina (LEE i BAE, 2016.). Glavna barijera u primjeni péelinjih proizvoda u modernoj
apiterapiji zapravo jesu mnogobrojne varijacije u sastavu proizvoda koje su vrsno specifi¢ne
(DENISOW i DENISOW-PIETRZYK, 2016.). Stoga opisane sastavne varijacije razli¢ito
pridonose svojstvima i bioloskoj aktivnosti pcelinjih proizvoda, a samim time i bioloskim
ucincima. Sekundarna, ali svakako ne manje bitna barijera je 1 manji broj dostupnih podataka o
farmakokinetici, ali 1 toksokinetici navedenih proizvoda. S obzirom na navedeno, znacajno je
za spomenuti, da su pcelinji proizvodi otvorili golemi novi prostor za provodenje brojnih

istrazivanja njihove u¢inkovitosti.



2.3. PROPOLIS

2.3.1. OPCE KARAKTERISTIKE

Prema odredenim izvorima naziv ,propolis“ potjece iz starogrékog jezika, a isti tvore dvije
rije¢i ,,pro® = prije ili ispred te ,,polis* = grad (BOGDANOV, 2015.), no postoji i moguénost
da naziv dolazi od latinske rijec¢i ,,propoliso“ odnosno zamazivati ili zagladivati. Oba izvora
opisa nastanka naziva ove smolaste i aromatske tvari, vrlo dobro opisuju funkciju iste unutar
pcelinje kosnice. Prvo znacenje ,,ispred grada“ izvrsno pristaje zastitnickoj ulozi, koju propolis
provodi u odnosu na cijelu pcelinju koloniju, a ta je da $titi ulaz pcelinje kosnice od razli¢itih
uljeza, ali 1 unutar pcelinje koSnice gdje ga pcele koriste za zamatanje trupla Stetnika, ¢ime se
prevenira nastanak iSirenje infekcije i odrzava antisepti¢ni okolis. Drugo znacenje ,,zamazivati*
tj. ,,zagladivati“ vrlo dobro odgovara ve¢ opisanoj ljepljivoj konzistenciji propolisa, a s obzirom
na istu, pcele ga koriste u svrhu zagladivanja unutarnjih zidova koSnice, odnosno ispunjavanja

nastalih oStec¢enja na vanjskoj povrsini kosnice (TLAK GAJGER i sur., 2017.).

Unutar pcelinje kosnice, svega nekoliko pcela tragacica, ne starijih od 15 dana, specijalizirano
je za prikupljanje propolisa, ljepljive prirodne tvari, nalik na smolasti materijal, a istu sakupljaju
s pupova razli¢itih biljaka. Tako sakupljen, propolis se finalno oblikuje mijeSanjem s ostalim
pcelinjim proizvodima, poput pcelinjeg voska i1 peluda, ali i sekretom submandibularnih
zlijezda slinovnica, odnosno pcelinjim enzimima iz sline (SFORCIN, 2016.). Pcele u
umjerenom klimatskom pojasu sakupljaju propolis krajem ljeta i pocetkom jeseni, kada se
pripremaju na zimovanje. U jednom letu, od pase do kosnice, jedna pcela tragacica prikupi
otprilike 10 mg propolisa. Pretpostavljaju¢i da prosje¢na péelinja kolonija godi$nje prikupi oko

100 g propolisa, smatra se da pcele tragacice u tu svrhu obave 100000 letova.

Na podrucju Juzne Amerike, u tropskom klimatskom pojasu, propolis prikupljaju tropske pcele
S nerazvijenim zalcem (lat. Meliponinae), a pripadaju vrsti Melipona anthidioides. Neke od njih
propolis, osim s p¢elinjim voskom, mijeSaju i s tlom te tvore takozvani geopropolis, dok druge
propolis mijeSaju s cerumenom, tvari analognoj péelinjem vosku kod medonosnih pcela, te ga

koriste kao adheziv pri gradnji gnijezda.



2.3.2. STANDARDIZACIJA | KEMIJSKI SASTAV NAJZASTUPLJENIJIH TIPOVA
PROPOLISA

Kemijski sastav propolisa kao bioaktivne tvari nije stalan, ve¢ je promjenjiv, s obzirom da pcele
izabiru botanicke predstavnike razliCitih ekosustava kao izvore za sStvaranje propolisa.
Varijabilan kemijski sastav propolisa ovisi 0 geografskoj lokaciji mjesta sakupljanja biljaka, o
pripadaju¢em klimatskom pojasu iste te o cvjetnom sastavu ve¢ navedene geografske lokacije.
U vezi s ve¢ opisanim, dakako da je poznat velik broj razli¢itih tipova propolisa tipi¢nih za
pojedina podrucja. 1970. godine znanstvenik Popravko podrijetlom iz Rusije prvi je koji je
analizom flavonoida propolisa i usporedbom istih s eksudatima pupoljaka topole (lat. Populus)
i breze (lat. Betula) predstavio kemijske dokaze o botanickom podrijetlu propolisa
(BOGDANOV i BANKOVA, 2017.). Uslijedile su mnoge publikacije, te je u danasnje vrijeme
opc¢eprihvaceno, ali i kemijski dokazano, da su pupoljci topole i njihovi hibridi, glavni izvor
pcelinjeg ljepila u umjerenom klimatskom pojasu (POPOVA i sur., 2005.). Na podrucju
Europe, osim najzastupljenijeg europskog poplar tipa propolisa, proSireni su jos i mediteranski
tip propolisa s Malte, Ciji je glavni izvor ¢empres (lat. Cupressus) (POPOVA i sur., 2012.) i
ruski tip, u ¢ijem se sastavu osim najzastupljenijih biljnih eksudata topole, pojavljuju i eksudati
breze (lat. Betula verrucosa, Betula pubescens, Betula litwinowii) i jasike (lat. Populus tremula)
(ISIDOROQV i sur., 2014.). Uz europski poplar tip, drugi najzastupljeniji tip propolisa svakako
je tropski brazilski zeleni tip ili baccharis tip, ¢iji je glavni izvor lis¢e biljke Baccharis
dracunculifoliae (TAZAWA i sur.,, 1998.). Na podruc¢ju Brazila, osim zelenog tipa,
rasprostranjen je 1 takozvani crveni tip propolisa, a isti pCele prikupljaju s pupoljaka
palisandrovine (lat. Dalbergia), te ga karakterizira prisutnost izoflavonoida (DAUGSCH i sur.,
2008.). Do sada je identificirano vise od 300 kemijskih spojeva koji tvore propolis, a povezani
su s njegovom bioaktivnoS¢u i potencijalnom terapijskom upotrebom (BANKOVA i sur.,
2014.). Spojevi polifenolicne frakcije, posebice flavonoidi, aromati¢ne kiseline, esteri fenoli¢ne
kiseline i triterpeni najéesc¢e odreduju bioaktivnost propolisa. Balzam europskog tipa propolisa
potjeCe od sakupljenih smolastih tvari biljnog podrijetla, dok ostatak tvore tvari dodane od
pcela, pcelinji vosak (20-35 %), minerali (2,1 %) i karbohidrati. Sveukupni sadrzaj brazilskog
tipa propolisa, sliCan je onom europskog tipa, te u osnovi vecinski dio sastava ¢ine biljne
sastavnice, dok manji dio sastava oblikuju péelinji vosak (15-25 %) i pelud (5 %). Ipak kemijski
sastav navedena dva tipa propolisa u potpunosti se razlikuje. Dominantni aktivni kemijski
spojevi europskog tipa propolisa jesu fenoli (40-70 %) poput fenolne Kiseline i njezinih estera,
te flavonoida, dok se u sastavu brazilskog tipa propolisa vecinski pojavljuju derivati p-
kumarinske kiseline i cimetne kiseline (45-70 %) (BANKOVA i sur., 2014.). Flavonoidi se
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razlikuju od onih detektiranih u europskom tipu propolisa. Zahtjevi za standardizacijom
prirodnih proizvoda, medu kojima i propolisa, sve ¢es¢i su zahvaljujuci znanstveno dokazanim
doprinosima zdravlju ljudi i zivotinja (BANSKOTA i sur., 2001.). Uzimajuci u obzir visok broj
bioaktivnih kemijskih spojeva u propolisu, standardizacija propolisa predstavlja svojevrsni
izazov. Spoznaje o botanickom podrijetlu propolisa korisne su jer sluze kao osnova za kemijsku
standardizaciju propolisa, te su uvelike olaksale ve¢ opisani komplicirani proces (BANKOVA,
2005.). Navedene spoznaje bitne su i za same pcelare, koji su tako sigurni, da podrucje koje
¢ini opseg letenja uzgajanih kolonija pcela obiluje njima potrebnim biljkama. U suprotnom,
kada nisu u moguénosti prikupljanja propolisa, pCele prikupljaju njegove supstituente, poput
boja i mineralnih ulja, koji mogu ozbiljno ugroziti ucinkovitost koristenja pcelinjih proizvoda

u farmaceutskoj industriji.

2.3.3. ANTIMIKROBNI UCINAK

Zbog vrlo sloZzenog kemijskog sastava, propolis ima Sirok spektar bioloskih aktivnosti, koje
uvjetuju njegov ljekoviti potencijal, $to ga Cini predmetom istrazivanja Sirom svijeta. Propolis
se vrlo Cesto koristi u svrhu ublazavanja simptoma infekcija respiratornog sustava, gdje
ostvaruje antimikrobni, antisepti¢ni i protuupalni u¢inak. Mnogi korisni u¢inci propolisa ovise
o njegovu antimikrobnom uc¢inku (SFORCIN i BANKOVA, 2011.). Unato¢ velikim razlikama
u kemijskom sastavu tipova propolisa, svaki tip posjeduje antimikrobni ucinak, pa su tako
potvrdeni antibakterijski, fungicidni, antivirusni, pa ¢ak i antiparazitski u¢inci (KUJUMGIEV
i sur., 1999.). Smatra se da je taj uéinak rezultat zajedni¢kog, a ne pojedinac¢nog djelovanja
aktivnih tvari propolisa (KUJUMGIEYV i sur., 1999.). Svi poznati tipovi propolisa, usprkos
razli¢itom kemijskom sastavu, imaju dobru antibakterijsku aktivnost (BANKOVA, 2005.), koja
je vrlo sli¢na usporedujuci europski tip propolisa s ostalim najraSirenijim tipovima. Nositelji
antibakterijskog ucinka u sastavu europskog topola tipa propolisa jesu razli¢iti flavonoidi,
fenolne kiseline i njezini esteri (FAROOQUI i FAROOQUI, 2010.), dok istu funkciju u sastavu
brazilskog zelenog tipa propolisa obavljaju p-kumarinska kiselina i diterpeni (BANKOVA,
2005.). Usporedujuc¢i podvrste medonosne pcele, koje sakupljaju europski tip propolisa, najjaci
antibakterijski u¢inak pokazao je onaj tip propolisa, sakupljen od strane A. mellifera caucasica
(SILICI i KUTLUCA, 2005.). Propolis pokazuje jacu aktivnost protiv gram pozitivnih
bakterija, iako inhibira i rast brojnih gram negativnih bakterija. Neke od gram pozitivnih

bakterija protiv kojih propolis djeluje jesu Corynebacterium spp., Enterococcus spp.,



Mycobacterium spp., S. aureus, Streptococcus pyogenes, dok u gram negativne bakterije protiv
kojih propolis pokazuje aktivnost ubrajamo E. coli, Helicobacter pylori, Proteus vulgaris, P.
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (VICTORINO i sur., 2007.) te razliite sojeve salmonela.
Na navedene bakterije propolis djeluje baktericidno, odnosno usmréuje ih inhibirajuéi njihovu
pokretljivost (PEPELINJAK i KOSALEC, 2004.). Flavonoidi iz propolisa poveéavaju
propusnost unutarnje mitohondrijske membrane i1 gubitak membranskog potencijala, ¢ime je
pokretacka sila protona preko membrane, kao i protok elektrona poremeéen. Bakterije na taj
nacin gube sposobnost sinteze ATP-a i pokretljivosti, postaju manje virulentne, te naposlijetku
umiru (XIAQ i sur., 2014). Uz to, propolis zajedno s antibioticima prilikom inhibiranja rasta i
razmozavanja bakterija djeluje sinergisticki (ONLEN i sur., 2007.). Fungicidna aktivnost
propolisa je dokazana na vise od 40 sojeva gljivica Candida albicans, C. glabrata, C. krusei i
Trichosporon spp (KOC i sur., 2011.). Pinocembrin, galangin, benzoi¢na i salicilna kiselina
zasluzne su za opisanu aktivnost europskog topola tipa propolisa, dok su mono - i seskviterpeni
i artipelin C zasluzni za istu aktivnost brazilskog zelenog tipa propolisa. Propolis pokazuje
fungicidnu aktivnost i protiv gljivica Aspergilus spp., Cryptococcus neoformans, Histoplasma
encapsulatum, Microsporum canis i Trichophyton mentagrophytes te Trichophyton rubrum.

2.3.4. ANTIOKSIDATIVNI UCINAK

Reaktivne kisikove vrste (RKV) se u niskim koncentracijama stvaraju kao nusproizvodi u
fizioloskim procesima, poput stani¢ne diferencijacije ili apoptoze. Kada se njihova produkcija
poveca, te organizam nije u stanju neutralizirati ih i dovesti se u stanje homeostaze dolazi do
razvoja oksidacijskog stresa, stanje neravnoteze izmedu prooksidativnih i antioksidativnih
molekula, u korist prooksidativnih, i posljedi¢nog ostecenja tkiva (SIES i JONES, 2007.), a na
molekularnoj razini dolazi do modificiranja proteina i oste¢enja DNK. Smatra se da je
oksidacijski stres jedan od pogodovnih ¢imbenika za razvoj kroni¢nih i degenerativnih bolesti,
poput karcinoma, autoimunih bolesti, katarakte, reumatoidnog artritisa, kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti. Antioksidansi su molekule koje su u mogucnosti sprije¢iti ili
usporiti oksidaciju drugih molekula, ukloniti RKV i onemoguditi stvaranje oksidacijskog stresa.
Endogeni antioksidansi podijeljeni su u dvije glavne skupine. Enzimi s antioksidativhom
sposobnosc¢u jesu superoksid dismutaza (SOD), glutation-peroksidaza (GSH-Px), katalaza

(CAT) 1 paraoksonaza te predstavljaju glavnu razinu zaStite od oksidacijskog stresa.



Antioksidansi jesu i brojne neenzimske molekule poput vitamina C i E, $-karotena, albumina i

transferina.

U usporedbi s ostalim pcelinjim proizvodima, poput pcelinjeg peluda i mati¢ne mlijeci,
ekstrakti propolisa pokazuju najvisu antioksidativnu aktivnost (NAKAJIMA isur., 2009.). lako
zastupljenost fenola u kemijskom sastavu propolisa varira ovisno o biljnom podrijetlu i
geografskoj lokaciji, sposobnost antioksidativne aktivnosti mnogih tipova propolisa je
dokumentirana, kao i korelacija navedene aktivnosti s ukupnom koncentracijom polifenola
(KUMAZAWA i sur., 2004.). Usporedbom antioksidativnog ué¢inka dva najzastupljenija tipa
propolisa, zaklju¢eno je da europski topola tip propolisa u odnosu na brazilski zeleni tip
pokazuje visu aktivnost zahvaljujuci relativno ve¢em ukupnom sadrzaju polifenola (KOSALEC
i sur., 2007.). Antioksidativna aktivnost razlikuje se ovisno o tipu polifenola. Tipi¢an spoj koji
zajedno s ostalima oblikuje kemijski sastav europskog topola tipa propolisa je i CAPE, a za isti
se smatra da je najjaci antioksidans propolisa. Antioksidativni uc¢inak razli¢itih tvari mijeri se u
razli¢itim jedinicama. Ve¢ spomenuti u¢inak propolisa mijeri se takozvanim ORAC indeksom,
a isti pokazuje sposobnost apsorbancije slobodnih kisikovih radikala. Sirovi smolasti oblik
propolisa u odnosu na tekuce ekstrakte propolisa, ekstrahirane u 50:50 vodenoj otopini vode i
acetona, postigao je mnajveéi rezultat, 9674 ORAC jedinica (HUDNALL, 2007.).
Antioksidativni uc¢inak propolisa ocituje se u moduliranju antioksidativnih enzima i sniZzavanju
lipidne peroksidacije u jetrima, plu¢ima i mozgu. Jac¢ina u¢inka naravno ovisi o dozi apliciranog
propolisa te o tkivu koje je zahvaceno pocetnim stadijem oksidacijskog stresa. Organ koji je
Propolis moduliranjem, odnosno povecanjem aktivnosti enzima katalaze Stiti plu¢a od
prezasi¢enosti kisikom, koja nisu u mogucénosti samostalno potaknuti povecanje aktivnosti
antioksidativnin enzima, a pogotovo u stanjima prolongirane izloZenosti Visokim
koncentracijama kisika (SOBOCANEC i sur., 2006.).
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2.3.5. MARKERI BIOLOSKE AKTIVNOSTI (BIOMARKERI)

Propolis je moguce standardizirati i bioprofiliranjem, odnosno odredivanjem biomarkera u
ekstraktima propolisa (SHAWKY i IBRAHIM, 2018.). Prema Nacionalnoj radnoj skupini za
definiranje biomarkera, biomarker je karakteristika koja se objektivno mjeri i procjenjuje kao
indikator normalnih bioloskih ili patoloskih procesa ili farmakoloskih odgovora na terapijsku

intervenciju.

Flavonoidi pripadaju skupini prirodnih polifenola koji se nalaze u gotovo svim biljnim tkivima.
Biljkama pruZzaju zastitu od Stetnog UV zraCenja, razli¢itih patogena 1 biljojeda te vizualno
privlace oprasivace (HARBORNE i WILLIAMS, 2000.). Skupini flavonoida pripadaju flavoni,

flavonoli, flavanoni, flavanoli, izoflavonoidi i antocijanidini (KABERA i sur., 2014.).

Apigenin jedan je od najces¢ih biljnih flavonoida i pripada podrazredu flavona (BHAGWAT i
sur., 2011.). Apigenin pokazuje dobar antimikrobni ucinak. Na zivotinjskom modelu sa
izazvanom S. aureus upalom pluc¢a, apigenin nije u potpunosti inhibirao rast bakterije, no
zasluzan je za smanjenu sintezu bakterijskog toksina, a-hemolizina (DONG i sur., 2013.).
Apigenin pokazuje i RA (eng. reverse antibiotics) uc¢inak protiv kinolon-rezistentnog S. aureusa
(MORIMOTO i sur., 2015.). Kombiniranom primjenom ceftazidima i apigenina, smanjena je
ceftazidim-rezistencija kod Enterobacter cloacae. Navedeno je rezultat inhibicije sinteze
peptidoglikana, enzima B-laktamaze i poveCane permeabilnosti vanjske i citoplazmatske
membrane (EUMKEB i CHUKRATHOK, 2013.).

Krizin je prirodni flavonoid i pripada podrazredu flavona. Bakterije poput S. aureus, E. coli i P.
aeruginosa pokazuju osjetljivost na krizin (ADAMCZAK i sur., 2020.). Krizin prodire kroz
bakterijsku membranu i destabilizira ju, Sto rezultira koagulacijom 1 istjecanjem stani¢nog
materijala te zavrSno baktericidnim u¢inkom (CUSHNIE i LAMB, 2011.). Pokazuje zastitni
ucinak u brojnim tkivima, ukljuuju¢i mozak, srce, jetra, bubrege i1 plu¢a prilikom toksi¢nog
uCinka odredenih tvari (NABAVI i sur., 2015.). Djeluje kao antioksidans prilikom
hepatotoksi¢nog ucinka kemoterapeutika metotreksata. PoboljSava histopatoloske promjene i
apoptozu hepatocita tako $to smanjuje sintezu alanin transaminaze i laktat dehidrogenaze te

povisuje sintezu superoksid dismutaze i katalaze (ALI isur., 2014.).

Galangin je biljni flavonoid, pripada podrazredu flavonola i zasluZzan je za iskazivanje
antimikrobnog ucinka propolisa (HEGAZI i sur., 2000.). Djeluje baktericidno protiv S. aureus,
Enterococcus spp. i sojeva P. aeruginosa (PEPELINJAK i KOSALEC, 2004.), inhibirajuci

sintezu nukleinske kiseline i1 funkciju citoplazmatske membrane. Galangin uzrokuje povecanu
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osjetljivost kod kinolon rezistentnih sojeva S.aureus s mutiranom gyrB podjedinicom DNK
giraze, inhibiraju¢i navedeni enzim (CUSHNIE i LAMB, 2005.). Inkubacija u mediju sa
50 pg/mL galangina izazvala je smanjenje CFU jedinica S. aureusa i do 60 puta, narusen
integritet citoplazmatske membrane i propustanje i do 20% vise kalija (CUSHNIE i LAMB,
2005.).

Kempferol je prirodni flavonoid i pripada podrazredu flavonola, te se nalazi u mnogim jestivim
biljkama (RICE-EVANS, 2001.). Pokazuje mnogobrojne bioloske ucéinke na ljudske i
Zivotinjske stanice, poput antioksidativnog (KAMPKOTTER i sur., 2007.), protuupalnog,
antitumorskog i antimikrobnog uc¢inka (TATSIMO i sur., 2012.). Antioksidativni u¢inak temelji
se na sposobnosti kempferola da u niskoj zastupljenosti ukloni visoke koncentracije
superoksidnog aniona, inac¢e potrebnog za proizvodnju i kisikovih i dusi¢nih spojeva uklju¢enih
u oksidacijski stres (SZEWCZYK i sur., 2014.). WEIWEI i sur. (2018.) tvrde da je ukupan
antioksidativni u¢inak kempferola priblizno dva puta ja¢i u odnosu na ostale prirodne
antioksidanse. Navedeni autori uocili su pozitivan ucinak kempferola na ljudske epitelne
stanice pigmenta retine, koje je zastitio od oksidativnih oSte¢enja i1 apoptoze izazvanih
vodikovim peroksidom, putem snizene ekspresije Bax i kaspaze-3 proapoptotic¢kih proteina te

povisene ekspresije Bcl-2 antiapoptotickih proteina.

Pinocembrin je flavanon koji tvori 606-701 mg/g balzama propolisa, ako se isti ekstrahira 70%-
tnim etanolom (ESCRICHE i JUAN-BORRAS, 2018.). lako ne inhibira rast S.aureusa,
pinocembrin smanjuje transkripciju Hla gena koji kodira tvorbu a-hemolizina (SOROMOU i
sur., 2013.). Pruza snazan antioksidativni u¢inak prilikom razvoja cerebralne ishemije i brojnih
neurodegenerativnih bolesti. Smanjuje proizvodnju ROS-a, dusikovog oksida, neuronske NO

sintaze te tako postize neurozastitu (YING 1 sur., 2011.).

Trans-cimetna kiselina pripada fenolnim kiselinama te se nalazi u gotovo svim biljnim tkivima,
posebice u stani¢noj stijenci biljnih stanica i reproduktivnim organima biljaka (KROON i
WILLIAMSON, 1999.). Pokazuje dobar antimikrobni u¢inak protiv M. tuberculosis i njezinih
brojnih viSestruko rezistentnih izolata (RASTOGI i sur., 1998.). Djeluje sinergisti¢ki s
amikacinom, ofloksacinom i klofazimom, lijekovima protiv uzro¢nika tuberkuloze. lako trans-
cimetna kiselina pokazuje dobar antimikrobni ucinak, drugi, cis izomer cimetne kiseline

priblizno je 120 puta u¢inkovitiji protiv M. tuberculosis (CHEN i sur., 2011.).

Trans-ferulinska kiselina pripada skupini fenolnih Kiselina te predstavlja najéesc¢i derivat

cimetne kiseline (BEZERRA 1 sur., 2017.). Najvazniji ucinak ovog biomarkera je
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antioksidativni ucinak. Trans-ferulinska Kiselina djeluje kao antioksidans mehanizmom
hvatanja ROS-a i slobodnih dusikovih radikala, doniranjem vodikovih atoma hidroksilnim i
peroksidnim radikalima, zbog ¢ega nastaju stabilni fenoksidni radikali ¢ime se prekida lancana
reakcija slobodnog radikala (ZDUNSKA i sur., 2018.). Takoder kelatno veze ione prijelaznih
metala, poput Fe?" ili Cu?*, ¢ime je sprijeceno stvaranje visokoreaktivnih hidroksilnih radikala,

koji dovode do peroksidacije staniéne membrane (KIEWLICZ i sur., 2015.).

P-kumarinska kiselina je derivat cimetne kiseline i pripada skupini fenolnih kiselina (DAL i
MUMPER, 2010.). Pokazuje antimikrobni ucinak prekidanjem bakterijske membrane,
vezanjem bakterijske DNK te zavr$no apoptozom (LOU 1 sur., 2012.). Trodnevna odnosno
peterodnevna inkubacija stanica uropatogene E. coli p-kumarinskom kiselinom sprijecava
formiranje biofilma i smanjuje broj stanica bakterije (KOT i sur., 2015.). P-kumarinska kiselina
kao antioksidans umanjuje oksidacijski stres izazvan mutiranom superoksid dismutazom1 tako
Sto aktivira autofagiju (UEDA 1 sur., 2019).

Kavena kiselina je karakteristi¢na za propolis. Snizuje ekspresiju TLR-2, dok povisuje TLR-4
ekspresiju u ljudskim monocitima. Funkcija toll-like receptora (TLR), transmembranskih
proteina, je prepoznavanje PAMPS-a, odnosno razli¢itih ocuvanih molekularnih uzoraka
povezanih s patogenima, tako TLR-2 prepoznaje komponente iz gram-pozitivnih bakterija i
zimozana, dok TLR-4 prepoznaje lipopolisaharid gram-negativnih bakterija (KAWAI i
AKIRA, 2009.). Pri koncentraciji od 50 i 100 pg/ml kavena kiselina snizuje ekspresiju TLR-2,
dok je ekspresija TLR-4 u ljudskim monocitima poviSena pri koncentraciji kavene kiseline od
5 ug/ml, a inhibicijski u¢inak opazen je koristenjem 100 pg/ml kavene kiseline. Njezine visoke
koncentracije inhibirale su aktivnost TNF-a i IL-10, a inducirale ve¢u fungicidnu aktivnost
ljudskih monocita protiv C. albicans (CONTI i sur, 2013.).

Fenetil ester kavene kiseline (CAPE) je aktivna komponenta ekstrakata propolisa i pokazuje
antibakterijski (POPOVA i sur., 2005.), protuupalni 1 antioksidativni u¢inak (RUSSO i sur.,
2002.). Na zivotinjskom modelu sa izazvanom opstrukcijom crijeva i posljedi¢nim
peritonitisom, intraperitonealna aplikacija CAPE-a (10 pumol/kg day) smanjila je razinu
proupalnih citokina u serumu i bakterijsku translokaciju ( FIRATI i sur., 2015.). Navedeni
autori tvrde da je CAPE zasluZan i za slabije histopatoloske znakove, slabije upaljenu i

edematoznu crijevnu sluznicu.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.1IZRADA OTOPINA EKSTRAKTA PROPOLISA

Propolis je usitnjen standardnom metodom, maceracijom pri sobnoj temperaturi tijekom 24 h
ekstrahiran, nakon ¢ega je neotopljeni ostatak odvojen filtracijom, a bistri filtrat koriSten kao
modelni tekuci ekstrakt propolisa za daljnje ispitivanje. Postotak otopljenog propolisa prikazan
je u tablici 1. za svaku otopinu. Izradene su 3 otopine u etanolu, te 3 u bezalkolnom
polietilenglikolskom (PEG) otapalu, bez ili sa dodatkom emulgatora, ovisno o udjelu otopljene

sirovine koji se Zelio posti¢i. Metoda izrade otopina i njihov sastav zaSti¢eni su patentom br.

WO/2020/169425.

Tablica 1. Postotak otopljenog propolisa u svakoj otopini

Otopina br. Postotak propolisa (%)
tanol (96%)

EEP1(7) 2572

EEP 2 (8) 26,9

EEP 3 (17) | 30,2

Bezalkolno otapalo (PEG)

BEP1(14) [21,5

BEP2(9) 19,8

BEP 3(16) | 21,4

m

3.2. ANALIZA BIOMARKERA OTOPINE EKSTRAKTA PROPOLISA

Analiza sastava otopina ekstrakta propolisa provela se na Zavodu za prehranu i dijetetiku
domacih zivotinja Veterinarskog fakulteta metodom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) s UV-Vis detektorom (Shimadzu, Kyoto, Japan) kako bi se ustanovila
zastupljenost polifenola i ostalih biomarkera u otopini (PELLATI i sur., 2013.). KoriStena je
kolona Ascentis Express C18 (Supelco, SAD), dimenzija 150 x 3 mm i Cestica punjenja
promjera 2.7 um. Mobilna faza se sastojala od 0.1 % mravlje kiseline i metanola, a udio
metanola se je mijenjao sa gradijentom; 0-3 min do 20 %, 3-10 min do 30 %, 10-40 min od 30
do 40 %, 40-50 min od 40 do 60 %, 50-60 min od 60 do 80 %, 60-65 min od 80 do 50 %, 100
min do 30 %, 105 min do 20 %. Protok mobilne faze bio je 0.25 ml/min. Temperatura kolone
bila je 30°C, a volumen injekcije 10 pl. Detekcija se odvijala na valnoj duljini od 370 nm, a

integracija na 290 nm. U takvim uvjetima tlak je bio 210-290 bara.
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3.3. ANTIMIKROBNA UCINKOVITOST EKSTRAKATA PROPOLISA

Antimikrobna u¢inkovitost ekstrakata propolisa mjerila se na Zavodu za molekularnu medicinu
Instituta Ruder Boskovi¢, te su sedredile minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) i
minimalne koncentracije eradikacije biofilma (MBEK).

3.3.1. ODREDIVANJE MINIMALNIH INHIBICIJISKIH KONCENTACIJA (MIK)

Antimikrobna uc¢inkovitost testirala se na sojevima S. aureus (ATCC 29293), E. coli (10536),
P. aeruginosa (27853), MRSA i MSSA (MFBF kolekcija), E. faecalis (ATCC 9212 i VRE
MFBF kolekcija), E. coli (ATCC 10536), A. baumanii (ATCC 43498), P. aeruginosa (ATCC
9027) i C. albicans (ATCC 90028). Raden je serijski mikrodilucijski postupak kako bi se
odredile minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) ekstrakata. Suspenzije stanica su se
pripremale iz mati¢nih kultura u PBS-u (pH 7.4), te su se uz koriStenje nefelometra (BioSan,
Njemacka) podesile na 0.5 MacFarlandovih jedinica (ATB 1550, BioM¢érieux, Francuska).
Testiranje se provelo u serijskim razrjedenjima na mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica u
rasponu od 100 do 0.7125 pg/ml (otopljenog u Muller Hinton bujonu) tako da se u svaku jazicu
dodalo 100 pL otopine ekstrakta propolisa. Nakon inokulacije bakterijske kulture podesene na
107 CFU/ml plogice su se inkubirale 24 sata na 37°C. MIK je odreden dodavanjem 0.5 mg/mL
TTC (redoks indikator) te je nakon inkubacije u trajanju 4 sata pri 30°C spektrofotometrom
oCitana apsorbancija pri valnoj duljini 490 nm. Vrijednost MIK-a je odredena kao koncentracija

ekstrakta propolisa pri kojoj dolazi do redukcije broja bakterija za 80 % (MIKgo).

Za gljivicne vrste je MIK odreden u RPMI mediju s dodanom glukozom, po istoj shemi kao za
bakterije. Nakon inkubacije (48 h, 37°C, aecrobno u tamnom) dodan je XTT (redoks reagens) u
kombinaciji s menadionom te je spektrofotometrom ocitana apsorbancija pri valnoj duljini 540
nm. Vrijednost MIK-a je odredena kao koncentracija ekstrakta propolisa pri kojoj dolazi do

redukcije broja gljiva za 80 % (MIKsgo).

Negativna kontrola je sadrzavala samo medij i otapalo (bez dodanih mikroorganizama i

propolisa), dok je pozitivna kontrola bila izlozena djelovanju antibiotika odnosno antimikotika.

3.3.2. ODREDIVANJE MINIMALNIH KONCENTRACIJA ERADIKACIJE
BIOFILMA (MBEK)

Minimalne koncentracije eradikacije biofilma (MBEK, %) etanolnih ekstrakata propolisa (EEP
1-3) i bezalkoholnih ekstrakata propolisa (BEP 1-3) odredene su na S. aureus, A. baumanii, E.

coli i C. albicans kristalviolet (CV) bojenjem. Test se provodi na sterilnim plo¢ama sa 96 jazica
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(TPP, Svicarska). U svaku se jazicu stavlja po 100 pl bakterijske (107 CFU/ml) ili gljiviéne (5
x 10® CFU/ml) suspenzije i ispitivane otopine. Kada se testira inhibicija stvaranja gljivi¢nog
biofilma, jaZice se pred-tretiraju sa po 250 ul PBS-a, dok negativne kontrole sadrze samo bujon.
Pozitivne kontrole sadrze standardni antibiotik (gentamicin) ili antimikotik (amfotericin B).
Testne plocice se inkubiraju u aerobnim uvjetima tijekom 24 h (bakterije) ili 48 h (gljivice) na
37°C. Nakon inkubacije svaka se jazica ispire 3 puta sa po 250 ul PBS-a, te se jako mijesa kako
bi se maknule sve nepri¢vrsé¢ene bakterije ili gljivice. Preostale stanice se fiksiraju metanolom
(15 min) te se ostave na suSenju preko no¢i. Na formirani biofilm se nanosi boja kristalviolet
(1%, 5 min), a viSak boje se ispire ispod vode iz slavine te se ploce ostavljaju susiti tijekom 24
h na sobnoj temperaturi. Zaostala boja se otapa octenom kiselinom (33 %, v/v). Opticka gustoca
u svakoj jazici se mjeri Multiscan ¢itatem mikrotitarskih ploc¢a na 570 nm. MBEK vrijednost

predstavlja najvece razrjedenje ispitivane otopine na kojoj mikroorganizmi ne rastu.

3.4. ANTIOKSIDATIVNI UCINAK EKSTRAKATA PROPOLISA
Antioksidativni u¢inak ekstrakata propolisa mjerio se na Zavodu za sudsko i upravno
veterinarstvo Veterinarskog fakulteta, kao sposobnost plazme da reducira zeljezov (I11) ion, te

kao sposobnost vezanja radikala DPPH metodom.

3.4.1. METODA ODREPIVANJA SPOSOBNOSTI PLAZME DA REDUCIRA
ZELJEZOV (III) ION (ENGL. FRAP-FERRIC REDUCING ABILITY OF
PLASMA)

Spektrofotometrijski se izmjerio antioksidativni kapacitet plazme koristec¢i ve¢ opisanu metodu
(BENZIE i STRAIN, 1996.) s manjim prilagodbama na format mikrotitarske plocice od 96
jazica. FRAP mijeri sposobnost antioksidansa u uzorku da reduciraju Fe** u Fe?* ion. FRAP
reagens dobiven je tako da se otopina od 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) i 20 mM FeCls
(Zeljezo(I1T) klorida) razrjedila u 300 mM natrij acetatnom puferu (pH vrijednost 3.6) u omjeru
1:1:10. Po 20 pl ekstrakta propolisa stavljeno je u jazice, nakon cega je dodano 280 ul FRAP
reagensa. PlocCice su uz treskanje inkubirane na 30 min i 37°C u mraku. Apsorbancija od 590
nm je oditana na ¢itadu mikroplogica pQuant (Biotec Inc.). Zeljezov sulfat (FeSO4 x 7H20) je
koriSten za izradu kalibracijske krivulje u rasponu od 20-200 pmol/l. Svi su rezultati izrazeni

kao Fe?* ekvivalenti (Fe?* pmol), a testovi su izradeni u triplikatu.

3.4.2. ODREDPIVANJE SPOSOBNOSTI VEZANJA RADIKALA DPPH METODOM
Metoda DPPH (2, 2-difenil-1- pikrilhidrazil) je metoda vezanja slobodnih DPPH radikala.
Sposobnost vezanja radikala odredena je prema prethodno opisanoj metodi (VALENCIA i sur.,
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2012.) na mikrotitarskim plo¢icama. U 50 pL ekstrakta propolisa dodano je 50 uL DPPH
(c(DPPH)= 100 pmol/mL u apsolutnom etanolu). Kao negativna kontrola koristen je etanol, a
kao pozitivna kontrola 10 mg/ml a-tokoferola. Nakon inkubacije od 30 min u mraku, na sobnoj
temperaturi, promjena apsorbancije ocitana je na 517 nm na ¢itacu pQuant (Biotec Inc.). Sva
mjerenja radena su u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao 1Csp, 0dnosno kao koncentracija
antioksidansa koja uzrokuje 50% inhibicije DPPH. Niza vrijednost ICsp predstavlja vecéu
ucinkovitost —antioksidansa. Postotak vezanja radikala racuna se prema izrazu

[(Apsorbancijakontrola — Apsorbancijapropotis)/ Apsorbancijakontroia] X 100.

3.5. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati su obradeni statisticki koriStenjem racunalnog programa Microsoft Excel 2016,
GraphPad Prism 8 i prikazani su graficki i tabelarno, kao srednje vrijednosti + standardne
devijacije (SV + SD) koncentracije biomarkera, te antimikrobnog (MIK, MBEK) i
antioksidativnog u¢inka (ICso pg/ml, Fe?* pumol) etanolnih ekstrakata propolisa (EEP 1-3) i
bezalkoholnih ekstrakata propolisa (BEP 1-3).
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA EKSTRAKATA PROPOLISA HPLC-UV-VIS-OM

Na slici 1. su prikazani kromatogrami etanolnih ekstrakata propolisa (EEP), od EEP 1 do EEP
3, a na slici 2. kromatogrami bezalkoholnih ekstrakata propolisa (BEP), od BEP 1 do BEP 3.
Na njima su vidljivi pikovi 10 biomarkera propolisa: kavene kiseline, CAPE, p-kumarinske
kiseline, trans-ferulinske kiseline, pinocembrina, trans-cimetne kiseline, galangina,
kempferola, apigenina i krizina, ¢ija su vremena zadrzavanja prikazana u tablici 2. Na slici 3.
je prikazan odnos koncentracija biomarkera u svim otopinama ekstrakta propolisa.
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Slika 1. Kromatogrami 10 spojeva utvrdenih u etanolnim ekstraktima propolisa (EEP) na
HPLC-UV-VISu: a) EEP 1, b) EEP 2, ¢) EEP 3
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Slika 2. Kromatogrami 10 spojeva utvrdenih u bezalkoholnim ekstraktima propolisa (BEP) na
HPLC-UV-VISu: a) BEP 1, b) BEP 2, ¢) BEP 3

Tablica 2. Vremena zadrZavanja (retencije - tr) pojedinih biomarkera propolisa

Br Biomarker Retencijsko vrijeme
(tr)[min]
1 | kavena kiselina 10,57
2 | p-kumarinska kiselina 14,13
3 | trans-ferulinska kiselina 15,31
4 | CAPE 48,62
5 | trans-cimetna kiselina 29,76
6 | krizin 44,68
7 | pinocembrin 47,39
8 | galangin 49,94
9 | apigenin 37,72
10 | kempferol 36,87
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mEEP1 103,38 236,68 559,26 232,36 209,49 54,00 521,03 916,32 496,38 48,88

mEEP2 9341 216,63 501,87 208,74 186,22 47,72 463,66 820,35 444,22 43,06

mEEP3 100,84 232,98 533,16 224,56 204,30 74,08 499,97 872,51 479,67 46,60
BEP1 97,03 226,14 458,93 208,31 167,79 80,18 476,77 750,57 457,71 38,40
BEP2 145,59 329,41 685,14 293,11 249,67 68,23 681,36 1112,08 649,38 57,81
BEP3 103,89 223,99 485,75 196,76 171,88 43,00 456,61 781,98 437,36 39,28

Apigenin  CAPE

Slika 3. Zastupljenost biomarkera u alkoholnim otopinama ekstrakta propolisa (otopine EEP1-
3) i u bezalkoholnim otopinama ekstrakta propolisa (otopine BEP1-3). U tablici su navedene

koncentracije u ug/ml.

U obje vrste otopina, p-kumarinska Kkiselina najzastupljeniji je mjereni biomarker (916,32 —
1112,08 ug/ml), zatim slijede trans-ferulinska kiselina (559,26 — 685,14 ug/ml), krisin (521,03
— 681,36 ug/ml), dok su najmanje koncentracije u obje vrste otopina imali kempferol (74,08 —
80,18 pg/ml) i trans-cimetna Kiselina (48,88 — 57,81 ug/ml).
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4.2. ANALIZA ANTIMIKROBNOG UCINKA EKSTRAKATA PROPOLISA

Minimalne inhibicijske koncentracije (MIKgo) otopina propolisa su prikazane u tablici 3. u

obliku udjela sirovine. Minimalne koncentracije eradikacije biofilma (MBEK, %) prikazane su

u tablici 4.

Tablica 3. Minimalne inhibicijske koncentracije (MIKgo) ekstrakata propolisa

MIK (%) EEP 1 EEP 2 EEP3 | BEP1 | BEP2 BEP 3
() ®) an (a4 10O (16)
S. aureus ATCC 29293 0,630 0,336 0,755 | 2,150 | 0,495 0,268
MRSA MFBF collection 1,26 0,336 0,755 | 2,15 0,495 0,134
MSSA MFBF collection 0,48 0,337 0,755 | 2,15 0,385 0,241
E. faecalis ATCC 9212 2,52 2,69 3,02 12,42 | 1,98 2,14
E. faecalis VRE MFBF >25 10,17 1457 | 215 9,74 2,14
collection
E. coli ATCC 10536 2,52 0,782 1,12 1,98 1,540 0,535
A. baumanii ATCC 43498 | 1,26 0,673 0,755 | 2,15 0,99 0,535
P. aeruginosa ATCC 9027 | >25 >26 >30,2 | >21,5 | 10,74 10,76
C. albicans ATCC 90028 >25,2 2,69 >30,2 | >21,4 | 1,54 1,07

Tablica 4. Minimalne koncentracije eradikacije biofilma (MBEK, %) ekstrakata propolisa

MBEK (%) EEP |EEP2 |[EEP3 |BEP1 |BEP2 | BEP3

1() |8 (RN CORREC) (16)
S. aureus ATCC | 0,630 | 26,336 | 5,755 | 2,150 | 10,495 | 0,268
E. coli 252 |26,782|10,12 |198 [10,540 | 0,535
A. baumanii 1,26 |26,673(3755 [215 [1099 |0,535
C. albicans >252 | >26,9 |>302 |>21,4 |>19,8 [1,07
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4.3. ANTIOKSIDATIVNI UCINAK EKSTRAKATA PROPOLISA

Sposobnost plazme da reducira Zeljezov (III) ion (engl. FRAP-Ferric reducing ability of
plasma) i sposobnosti vezanja radikala DPPH metodom nakon dodavanja EEP-a i BEP-a,
prikazane su u tablici 5. Rezultati DPPH testa nam pokazuju koncentraciju antioksidansa koja
je potrebna za inhibiciju 50 % DPPH, a rezultati FRAP testa nam pokazuju koliko je mmola

Fe®* iona reducirano u Fe?* ione.

Tablica 5. Srednje vrijednosti (SV) i standardne devijacije (SD) sposobnosti vezanja slobodnih
radikala (DPPH) i reduciranja iona Zeljeza, odnosno antioksidativnog kapaciteta plazme
(FRAP) etanolnih ekstrakata propolisa (EEP) i bezalkoholnih ekstrakata propolisa (BEP)

DPPH FRAP

ICsopg/ml SD Fe?* umol SD
EEP 1 13,5 0,86 40,37 0,91
EEP 2 13,8 1,39 42,38 1,56
EEP 3 12,83 1,13 39,75 2,25
BEP 1 11,71 1,34 41,03 1,28
BEP 2 15,71 0,94 40,46 0,75
BEP 3 11,89 0,71 43,24 0,97

Najbolji antioksidativni uc¢inak od etanolnih ekstrakata prema DPPH testu imala je otopina EEP
3, a prema FRAP testu EEP 2. Od bezalkoholnih ekstrakata u DPPH testu je najveci
antioksidativni u¢inak imao BEP 1, a u FRAP testu BEP 3.
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5. RASPRAVA

Biljni izvori, koji su isprva bili koristeni kao ljekoviti pripravci narodne medicine, a nakon $to
je njihova efikasnost bila testirana i potvrdena, usvojeni od strane konvencionalne zapadne
medicine, predstavljaju glavnu sirovinu u nastanku pcelinjih proizvoda. Sve do sada, vise od
300 kemijski aktivnih spojeva, od kojih su najistaknutiji flavonoidi, fenoli i aromati¢ni spojevi,
identificirano je u propolisu, §to njegov kemijski sastav ¢ini veoma kompleksnim (MIZRAHI i
LENSKY, 2013.). Pri izradi otopine ekstrakta propolisa, koriste se razli¢ita alkoholna i
bezalkoholna otapala, a upotreba istih moZe izluciti razli¢ite kemijski aktivne spojeve, utje€uci
na njegovu aktivnost (CUNHA i sur., 2004.). Proizlazeéi iz navedenog, vidljivo je da sastav i
ucinkovitost ekstrakta propolisa ovise o izboru otapala prilikom ekstrakcije (BUENO-SILVA i
sur., 2013.).

Glavni korak u procesu ispitivanja svojstava propolisa jest ekstrakcija njegovih uzoraka. Prije
ekstrakcije, potrebno je sprovesti makroskopski pregled uzoraka, koji vrlo ¢esto u sirovom
obliku sadrze primjese poput komada drveta, pcelinjeg voska i peluda, pa ¢ak i mrtvih pcela,
kako bi se primjese uklonile, a uzorak procistio. Propolis posjeduje razli¢ite bioloSke aktivnosti,
a iste se pripisuju jednoj od njegovih glavnih sastavnica, razredu fenola, posebice flavonoidima
i fenol-karboksilnim kiselinama i njihovim esterima (RUSAK, 2008.). Stoga je vrlo bitno
odabrati pravilnu metodu ekstrakcije, koja ¢e sacuvati fenolnu frakciju, a samim time i
bioaktivnost propolisa. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pokazala se kao slabije
pouzdana metoda, posebice u slucaju ekstrakcije uzoraka bogatih fenolima, ¢iji se udio
smanjuje zbog djelovanja oksidacijskih procesa na samu fenolnu frakciju (TRUSHEVA i sur.,
2007.). Ekstrakcija uzoraka uglavnom se vrSi kontinuiranom maceracijom u razli¢itim
otapalima. Otapala koja se koriste pri ekstrakciji jesu alkoholi, metanol i etanol, a potonji moze
sadrzavati razli¢it postotak vode, te se javlja u 70 %-tnom, 80 %-tnom ili 96 %-tnom obliku, te
predstavlja najcescée koristeno otapalo pri ekstrakeiji (BANKOVA i sur., 2002.). Alkoholna su
otapala znacajno uc¢inkovitija u ekstrakciji propolisa od bezalkoholnih, a 70 % etanol ekstrahira
vecinu kemijski aktivnih spojeva propolisa, ali ne i vosak, koji ¢ini 20-30 % njegovog ukupnog
sastava (SFORCIN i BANKOVA, 2011.). Kao bezalkoloholna otapala moze se koristiti voda,
ali sva bezalkoholna otapala ekstrahiraju manji udio propolisa, te gledajuci tezinu samog
uzorka, otope oko 10 % njegove mase, dok etanol otopi 50-70 % mase uzorka propolisa, ovisno
0 udjelu voska u uzorku. Navedene tvrdnje odgovaraju dobivenim rezultatima u ovom
istrazivanju, a u svrhu istog izradene su tri alkoholne i tri bezalkoholne otopine ekstrakta

propolisa. Tri otopine etanolnih ekstrakata propolisa imaju visi postotak otopljenog propolisa,
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u odnosu na tri otopine izradene u bezalkoholnom polietilenglikolskom (PEG) otapalu.
Usporedujuci tri etanolna ekstrakta propolisa (EEP), tre¢a otopina (EEP3) sadrzi najvisi
postotak otopljenog propolisa, 30,2 %, dok usporedbom bezalkoholnih ekstrakata propolisa

(BEP), prva otopina (BEP1) sadrzi najvisi postotak otopljenog propolisa, 21,5 %.

Istrazivanje bioaktivnosti propolisa zapocinje kemijskim profiliranjem ekstrakata, to jest
analizom sastava otopina ekstrakta propolisa. Kemijski sastav takvih otopina omogucuje
identifikaciju markera bioloSke aktivnosti (biomarkera), a prema zastupljenosti istih i listu
ocekuju¢ih bioaktivnosti. Spektrofotometrija se moze Kkoristiti pri brzoj kvantifikaciji
biomarkera u otopinama propolisa, kao §to je odredivanje ukupnog broja flavonoida i fenola
(SAWAYA i sur., 2004.). GOMEZ-CARAVACA i sur. (2006.) predlazu metodu tekuéinske
kromatografije (HPLC-a) za kvantitativnu i kvalitativnu analizu sastava otopina, posebice
analizi razreda fenola. PELLATI i sur. (2013.) su HPLC-om identificirali brojne biomarkere
etanolnih ekstrakata, koje su podijelili u dva razreda, razred aromatskih kiselina s pripadaju¢om
kavenom, p-kumarinskom i ferulinskom kiselinom te razred flavonoida s pripadaju¢im
pinocembrinom, apigeninom, kempferolom, galanginom i krizinom. Identificirane tvari
odgovaraju onima koje su identificirane u obje vrste otopina u ovom istrazivanju, a neke od
njih, poput pinocembrina i galangina pokazuju znatnu antimikrobnu aktivnost (BOSIO i sur.,
2000.), ali i antioksidacijsku aktivnost poput kempferola i kavene kiseline (HAMASAKA i sur.,

2004.), sto odgovara rezultatima u ovom istrazivanju.

Opca pretpostavka u ovom istrazivanju bila je ta da ¢e ekstrakti propolisa s ve¢im postotkom
otopljene sirovine, sadrzavati i ve¢u koncentraciju biomarkera, odnosno imati bogatiji kemijski
profil. Rezultati su pokazali drugacije, te je isto tako pokazano da ne postoji medusobna
ovisnost izmedu koncentracije biomarkera i postotka otopljenog propolisa u istoj otopini.
Usporedbom EEP-a utvrdeno je da EEP 1, inafe s najnizim postotkom otopljenog propolisa
sadrzi najvecu koncentraciju svih 9 biomarkera, osim jednog, kempferola, koji je pokazao
najvecu zastupljenost upravo u otopini s najvis§im postotkom otopljenog propolisa, u EEP3.
Svih 9 biomarkera, s odstupanjem kempferola, bilo je isto tako najzastupljenije u BEP2, koji je
pokazao najnizi postotak otopljenog propolisa, dok je kempferol najzastupljeniji bio u BEP1 s

najvisim postotkom otopljenog propolisa.

Najzastupljeniji biomarkera u obje vrste otopina, je p-kumarinska kiselina, a koncentracija iste
u EEPI iznosi 916,32 pg/ml, dok u BEP2 iznosi 1112,08 pg/ml. Trans-ferulinska kiselina kao
drugi najzastupljeniji mjereni biomarker pokazala je koncentraciju od 559, 26 pg/ml u EEP1,
dok u BEP2 pokazuje vrijednost od 685,14 pg/ml. Pretpostavljeno je da ¢e biomarkeri pokazati
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vecu zastupljenost upravo u EEP (SFORCIN i BANKOVA, 2011.), no u ovom istrazivanju
dobiveni su razliCiti rezultati, te je svih 10 identificiranih biomarkera pokazalo vecu
zastupljenost upravo u BEP. Takve rezultate moguce je objasniti prilikom razmatranja samog
postupka ekstrakcije uzoraka. U ovom istrazivanju pri ekstrakciji koristen je 70 %-tni etanol,
$to odgovara standardnim postupcima ekstrakcije (SALOMAO i sur., 2004.). Pokazalo se da je
60 %-tni etanol najucinkovitije otapalo pri ekstrahiranju flavonoida u najvisim
koncentracijama, poput kempferola, dok se pinocembrin ekstrahira u visokoj zastupljenosti pri
upotrebi 70 %-tnog etanola (PARK i sur., 1998). Polietilenglikolsko otapalo se pokazalo
znacajno boljim u ekstrahiranju fenolnih kiselina kao $to su p-kumarinska, trans-ferulinska,
kavena 1 ester CAPE, kao $to je navedeno u patentu koji opisuje metodu ekstrahiranja i

standardizacije koja je koristena u ovom istrazivanju (RADIC i sur., 2020.).

Obje vrste otopina propolisa razli¢ito su djelovale na testirane razli¢ite sojeve 8 bakterija te na
gljivicu C. albicans. Pretpostavka da ¢e najbolji antimikrobni u¢inak imati ekstrakti s najviSom
koncentracijom otopljenog propolisa se pokazala pogresnom, no opet, bilo je premalo uzoraka
da bi se mogla odrediti korelacija koncentracije biomarkera s u¢incima. Primjerice, ekstrakt
EEP2 koji ne sadrzi ni najmanji (EEP1) ni najve¢i (EEP3) postotak otopljenog propolisa, veé
sadrzi najnizu koncentraciju svih 10 biomarkera, imao je najnize MIKgo vrijednosti za 6
bakterija i gljivice ali najvisSu MBEK vrijednost (najslabiji u¢inak) kod 3 testirane bakterije, ali
ne i gljivice. EEP1 s najviSom koncentracijom biomarkera, najbolju je aktivnost pokazala samo
kod E. faecalis (MIKsgo iznosi 2,52) i P. aeruginose (MIKgo iznosi >25). EEP3 sa srednjom
koncentracijom biomarkera, pokazala je najvisu MBEK vrijednost jedino kod gljivice. BEP3
sa srednjim postotkom otopljenog propolisa (21,4%) i najnizom koncentracijom CAPE-a,
galangina, kempferola, krisina i pinocembrina pokazala je najnize MIKgo vrijednosti kod svih
bakterija i gljivice, s izuzetkom E.faecalis i P.aeruginosa, kod kojih je djelotvornija bila BEP2.
S druge strane, BEP2 s najmanjim postokom otopljenog propolisa i najvisom koncentracijom
biomarkera, pokazala je najvise MBEK vrijednosti kod 3 testirane bakterije, dok je BEP1
otopina s najve¢im postotkom otopljenog propolisa i najnizom koncentracijom odredenih
biomarkera (apigenin, trans-ferulinska, kavena, p-kumarinska i trans-cimetna kiselina) te
najvisom koncentracijom kempferola pokazala najvisu MBEK vrijednost. NIEVA MORENO
i sur. (1999.) sugeriraju da EEP pokazuju visok antibakterijski u¢inak prema gram pozitivnim
kokima, no slabije djeluju protiv gram negativnih bakterija i kvasaca. Razlog slabijeg u¢inka
propolisa protiv gram negativnih bakterija moguce je pripisati razvijenoj polupropusnoj
vanjskoj membrani ovih bakterija (VIVEIROS i sur., 2007.). MOTIOR RAHMAN i sur.
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(2010.) istrazili su antibakterijski u¢inak EEP protiv dvije bakterije, E. coli i S. aureus. Usporen
rast S. aureus primijecen je pri koncentraciji propolisa 2,74 — 5,48 mg/ml, dok je potrebna
koncentracija propolisa za inhibiciju rasta E. coli iznosila 5,48 mg/ml. U ovom istraZivanju
dvostruko manja vrijednosti MIKgo za S.aureus (0,336) u odnosu na MIKgo bakterije E. coli,
(0,782) dobivena je kod otopine EEP2. Usporedbom vrijednosti MIKgo EEP i BEP, potonji su
pokazali nize vrijednosti MIKgo (0sim BEP2). Dobiveni rezultati mogli bi se objasniti ve¢om
zastupljenoscu odredenih biomarkera, poput galangina, za kojeg su CUSHNIE i LAMB (2005.)
pokazali da uzrokuje oStecenje stanicne membrane bakterijske stanice i posljedi¢ni izlazak
stani¢nog sadrzaja; ili su pak bogatiji fenolnim kiselinama, koje dovode do denaturacije
proteina, poremecaja sinteze peptidoglikana i oStecenja stani¢ne stijenke (DENYER i

STEWART,1998.).

Ocekivano, ekstrakti su pokazali razli¢it antioksidativni u¢inak. EEP3 s najve¢im postotkom
otopljenog propolisa i srednjom koncentracijom 9 biomarkera, s izuzetkom kempferola, koji je
upravo u EEP3 najzastupljenijil2,83 ug/ml). EEP2 sa srednjim postotkom otopljenog
propolisa, te najnizom koncentracijom biomarkera ima je najnizu vrijednost od 13,8 ug/ml. U
FRAP testu je EEP2 imao najbolji antioksidativni udinak (42,38 Fe?* pmol), dok je najlosiji
uéinak pokazao EEP3 (39,75 Fe?* pmol). BEP1 je pokazao najbolji antioksidativni u¢inak u
DPPH testu (11,71 pg/ml), dok je BEP2 pokazao najlosiji u¢inak (15,71 ug/ml). BEP1 sadrzi
najvise otopljenog propolisa, dok su koncentracije odredenih biomarkera (apigenin, trans-
ferulinska, kavena, p-kumarinska i trans-cimetna kiselina) najnize, srednje (CAPE, galangin,
krisin, pinocembrin) ili najvise (kempferol) vrijednosti. BEP2 sadrzi najmanje otopljenog
propolisa i najvisu koncentraciju biomarkera, izuzevsi kempferol, ¢ija je koncentracija u ovoj
otopini srednje vrijednosti. BEP3 je pokazao najjac¢i antioksidativni u¢inak (43,24 Fe?* pmol)
na FRAP testu, ato je otopina sa srednjom vrijednosti otopljenog propolisa (21,4 %) i srednjom
koncentracijom odredenih biomarkera (apigenin, trans-ferulinska, kavena , p-kumarinska i
trans-cimetna kiselina) te najnizom vrijednosti CAPE-a, galangina, krisina, kempferola i
pinocembrina. FRAP testom BEP2 pokazao je najlosiji u¢inak (40,46 Fe** umol), iako ima
najvisu koncentraciju biomarkera, osim kempferola, te najnizi postotak otopljenog propolisa.
U ovom istrazivanju BEP u odnosu na EEP, opc¢enito su pokazali bolji antioksidativni u¢inak
(osim BEP2) u oba testa. REIS i sur. (2019.) proveli su istrazivanje antioksidativnog ucinka na
etanolnim ekstraktima brazilskog crvenog propolisa, te su dobiveni rezultati veoma sli¢ni
onima u ovom istrazivanju. Najbolju DPPH vrijednost (47,42 pg/ml) pokazao je upravo onaj

uzorak propolisa sa srednjom koncentracijom i fenola i flavonoida. NAKAJIMA i sur. (2009.)
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proveli su istrazivanje na EEP i BEP ispitujuéi njihov antioksidativni u¢inak, te su zakljucili da
je ucinkovitiji upravo BEP, ¢ija je sposobnost vezanja pojedinih slobodnih radikala, bila i do
10 puta jaca (0,24 (0,15-0,34) ug/ml), nego ona koju je pokazao EEP (2,48 (1,65-4,05) pg/ml).
Navedeni autori pripisali su takav rezultat BEP-a kao posljedicu visoke zastupljenosti kavene
kiseline u ovim uzorcima, a istu ¢injenicu napominju i drugi autori (MISHIMA i sur., 2005.),
koji isto tako izvjeStavaju o skoro pa dvostruko manjoj zastupljenosti kavene kiseline u EEP-a,
u odnosu na BEP-a. P-kumarinska kiselina najzastupljeniji je biomarker u EEP-a, no pokazuje
slabiji antioksidativni u¢inak, dok kavena kiselina, kao derivat cimetne kiseline, i prema

GULCINU (2006.) pokazuje snazna antioksidativna svojstva.

Od svih biomarkera izmjerenih u ekstraktima, jedino je koncentracija kempferola donekle
pratila antimikrobni u¢inak — ekstrakti koji su imali viSe kempferola su imali bolji antimikrobni
ucinak.Znacajne razlike u koncentracijama kemijski aktivnih spojeva, utjeCuc¢i na bolje,
odnosno losije iskazivanje u¢inaka, identificirane su u EEP-a i BEP-a u ovom istrazivanju, a
navedeno je potvrdilo Cinjenicu da propolis predstavlja kompleksnu mjeSavinu vise stotina
aktivnih tvari, a kvaliteta ekstrakcije istih ponajvise ovisi o izboru metode same ekstrakcije i
izboru otapala. Mnoge su studije istrazivale utjecaj razli¢itih ¢cimbenika na kemijski sastav
propolisa, odnosno na njegovu bioaktivnost. Pocetna pretpostavka o boljim bioloskim u¢incima
ekstrakata s vi§im koncentracijama biomarkera pokazala se pogresnom. Cini se da su najbolje
bioloske ucinke imali ekstrakti s optimalnim, ni najviSim, niti najnizim koncentracijama
biomarkera. Naravno, ta optimalna zastupljenost ovisit ¢e o metodi ekstrakcije i odabiru otapala
(JUG isur., 2014.). Stoga, iako je etanolna ekstrakcija najéeSc¢e koriStena metoda, ona ostvaruje
malene prinose (engl. yield) u ekstrakciji pojedinih spojeva, dugotrajna je, a samim time i
ekonomski neisplativa (COTTICA i sur., 2015.), te se predlaZze, da se uz upotrebu opisane
konvencionalne metode, koriste i novije metode, s manje agresivnim otapalima, a pove¢anom
uc¢inkovitosti ekstrakcije aktivnih tvari, poput ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije uzoraka

(TADDEO i sur., 2016.), te koristenjem novih, inovativnih otapala (RADIC i sur.,2020.).
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6. ZAKLJUCCI:

1. Propolis predstavlja kompleksnu mjeSavinu vise stotina aktivnih tvari, a uspjeh

ekstrakcije istih ponajviSe ovisi o izboru metode same ekstrakcije i izboru otapala.

2. Tri EEP-a pokazuju visi postotak otopljenog propolisa, u odnosu na tri BEP-a. Treéa
otopina (EEP3) pokazuje najviSi postotak otopljenog propolisa, 30,2 %, dok je najviSe
otopljenog propolisa, 21,5 % u prvoj otopini (BEP1).

3. U svim ekstraktima (EEP i BEP) izmjerene su koncentracije 10 markera bioloske
aktivnosti (biomarkera): apigenin, CAPE, trans-ferulinska kiselina, galangin, kavena kiselina,

kempferol, krisin, p-kumarinska kiselina, pinocembrin, trans-cimetna kiselina.

4, Nije utvrdena povezanost koncentracije biomarkera u otopini s najviSim postotkom
otopljenog propolisa. Prva otopina (EEP1) sadrzi najviSu koncentraciju svih 9 odredivanih
biomarkera, osim kempferola, iako ima najnizi postotak otopljenog propolisa. Svih 9
biomarkera, s odstupanjem kempferola, bilo je najzastupljenije u BEP2, koji je pokazao najnizi

postotak otopljenog propolisa.

5. U obje vrste otopina (EEP i BEP) najzastupljeniji biomarkeri jesu p-kumarinska kiselina

i trans-ferulinska kiselina, dok su kempferol i trans-cimetna kiselina najmanje zastupljeni.

6. Koncentracija najzastupljenijih biomarkera ve¢a je u BEP-a, nego u EEP-a.
Koncentracija p-kumarinske kiselina u EEP1 iznosi 916,32 ug/ml, dok u BEP2 iznosi 1112,08
ug/ml. Trans-ferulinska kiselina kao drugi najzastupljeniji mjereni biomarker pokazala je
koncentraciju od 559, 26 pg/mlu EEP1, dok u BEP2 pokazuje vrijednost od 685,14 pg/ml.

7. Najbolji antimikrobni u¢inak (najniZe vrijednosti MIKgo i MBEK) ima bezalkoholni

ekstrakt BEP3. Najslabiji antimikrobni u¢inak imao je ekstrakt BEP1 (bez dodatka emulgatura).

8. U ovom istrazivanju BEP u odnosu na EEP otopine, opéenito su pokazale bolji

antioksidativni u¢inak (osim BEP2).
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8. SAZETAK

ANTIMIKROBNI, ANTIOKSIDATIVNI | IMUNOMODULACIJSKI
UCINAK TEKUCIH EKSTRAKATA PROPOLISA

Cilj ovog istrazivanja bio je usporedba koncentracije deset markera bioloske aktivnosti
(biomarkera) u Sest razli¢itih tekuéih ekstrakata propolisa, alkoholnih (EEP1-3) i bezalkoholnih
(BEP1-3), s antimikrobnim i antioksidativnim ucinkom. Koncentracija deset biomarkera
utvrdena je metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti s UV-Vis detektorom
(HPLC). U obje vrste otopina (EEP i BEP) najzastupljeniji biomarkeri jesu p-kumarinska i
trans-ferulinska kiselina, dok su kempferol i trans-cimetna kiselina najmanje zastupljeni
biomarkeri. Koncentracija najzastupljenijih biomarkera veca je u BEP-a, nego u EEP-a. Nije
utvrdena povezanost koncentracije biomarkera i postotka otopljenog propolisa u obje vrste
tekucih ekstrakata propolisa. Antimikrobni ucinak Sest ekstrakata propolisa odreden je
mjerenjem MIK-a i MBEK-a. Najbolji antimikrobni u¢inak (najnize vrijednosti MIKgo i
MBEK) ima bezalkoholni ekstrakt BEP3. Provodenjem FRAP i DPPH metode odreden je
antioksidativni uc¢inak ekstrakata propolisa. U ovom istrazivanju BEP u odnosu na EEP,

opcenito su pokazali bolji antioksidativni u¢inak (osim BEP2).

kljuéne rije¢i: biomarkeri, etanolni ekstrakt propolisa, bezalkoholni ekstrakt propolisa,

antimikrobni u¢inak, antioksidativni u¢inak
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9. SUMMARY

ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND IMMUNOMODULATORY
EFFECT OF LIQUID PROPOLIS EXTRACTS

The aim of this study was to compare the concentration of ten markers of biological activity
(biomarkers) in six different liquid propolis extracts, alcoholic (EEP1-3) and non-alcoholic
(BEP1-3), with antimicrobial and antioxidant effects. The concentration of ten biomarkers was
determined by high performance liquid chromatography with a UV-Vis detector (HPLC). In
both types of solutions (EEP and BEP) the most common biomarkers are p-coumaric and trans-
ferulic acid, while kaempferol and trans-cinnamic acid are the least represented biomarkers.
The concentration of the most common biomarkers is higher in BEPs than in EEPs. No
association was found between the biomarker concentration and the percentage of dissolved
propolis in both types of liquid propolis extracts. The antimicrobial effect of six propolis
extracts was determined by measuring MIK and MBEC. The best antimicrobial effect (lowest
values of MIK80 and MBEC) was shown by non-alcoholic extract of BEP3. The antioxidant
effect of propolis extracts was determined by performing FRAP and DPPH methods. In this
study, BEP compared to EEP, generally showed a better antioxidant effect (except BEP2).

Keywords: biomarkers, ethanol propolis extract, non-alcoholic propolis extract, antimicrobial

effect, antioxidant effect
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