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1. Uvod

Patogeni mikroorganizam Saprolegnia parasitica uzrokuje bolest saprolegniozu na
odraslim ribama, njihovim jajascima i li¢inkama. Ima Siroki raspon domacina, medu kojima su
divlje ribe poput jesetre i grgeca, ali i neke vrste vazne u slatkovodnoj akvakulturi kao pastrva,
som i losos. Saprolegnioza predstavlja znacajni ekonomski i gospodarski problem u
mrijestiliStima pastrve i lososa Sirom svijeta uzrokujuci gubitke veée od 10 %, a ponekad i do
50 % (Van den Berg i sur., 2013).

UnatoC tome, postoje¢e metode kontrole saprolegnioze nedostatne su jer se temelje na
upotrebi toksicnih kemikalija, poput formalina i malahitnog zelenila, Stetnih kako za okolis,
tako i za ljudsko zdravlje. Zbog toga je u Europskoj uniji nedavno zabranjena upotreba
malahitnog zelenila, a oekuje se da ¢e se uskoro isto dogoditi i s formalinom, Sto ¢e uvelike
smanijiti mogucnost kontrole ove bolesti (Van den Berg i sur., 2013). Stoga se intezivno
istrazuju mogucénosti inhibicije razvoja i Sirenja patogena iz roda Saprolegnia na nove, ekoloski
prihvatljive nacine. Primjerice, u posljednje je vrijeme pokazano inhibicijsko djelovanje Sirokog
raspona biljnih ekstrakata i etericnih ulja prema patogenima iz roda Saprolegnia, poput
ekstrakata kurkume (Rahman i sur., 2008), krizanteme, majcine dusice (Pirbalouti i sur., 2009)
Cicka, kadulje, dumbira (Caruana i sur., 2012), ehinaceje (Shin i sur., 2017) te etericnih ulja
kadulje i klincica (Pirbalouti i sur., 2009). Nadalje, pokazano je da propolis, tvar bogata
bioaktivnim spojevima porijeklom iz biljaka i s poznatim antimikrobnim djelovanjem, inhibira
rast oomicetnih patogena Pythium insidiosum, Pythium aphanidermatum i Aphanomyces,
uzrocnika bolesti kod Zivotinja (Aradjo i sur., 2016; Jurcevi¢, 2018; Pazin i sur., 2019) te niza
vrsta iz roda Phytophora, poznatih i Siroko rasprostranjenih uzrocnika biljnih bolesti (Yusuf i
sur., 2005; Jurcevi¢, 2018). Medutim, inhibicijski potencijal propolisa prema oomicetima iz
roda Saprolegnia do sada nije istrazen. Stoga je cilj ovog rada bio po prvi puta ispitati /n vitro

antimikrobnu aktivnost propolisa na rast micelija oomicetnog patogena Saprolegnia parasitica.



2. Teorijski dio

2.1. Patogeni mikroorganizam Saprolegnia parasitica kao uzrocCnik
saprolegnioze

Oomycetes su eukariotski mikroorganizmi,

poznati kao vodene plijesni. Neki od njih su

Carstvo: Straminipila saprofiti, a neki su biljni i Zzivotinjski
Koljeno: Oomycota
Razred: Oomycetes
Red: Saprolegniales carstvo gljiva zbog filamentoznog rasta i
Porodica: Saprolegniaceae drugih zajednickih obiljezja, no novije
Rod: Saprolegnia
Vrsta: S. parasitica

patogeni. Tradicionalno su svrstavane u

biokemijske i  molekularne  analize
smjestaju oomicete u carstvo Straminipila,

koje ukljucuje i alge i dijatomeje (Kamoun,

2003).  Mikroorganizmi iz  razreda

g(l)li(sa) 1. Klasifikacija vrste S. parasitica (Songe, Oomycetes dijele se u Zest redova u koje

......

Od toga, u red Saprolegniales pripadaju patogeni riba i drugih Zivotinja ukljucujudi
najpoznatije rodove Saprolegnia, Achyla i Aphanomyces. Neke od najpoznatijih vrsta
unutar roda Saprolegnia su S. parasitica, S. diclina, S. feraxi S. australis (Earle i Hintz,
2014). Na Slici 1. prikazana je klasifikacija vrste Saprolegnia parasitica. U zivotnom ciklusu
vrste Saprolegnia parasitica izmjenjuju se spolna i nespolna faza (Slika 2). U fazi spolnog
razmnozavanja dolazi do spajanja muskog (anteridij) i Zenskog (oogonij) haploidnog
gametangija te oplodnje. Nastaje diploidna zigota — oospora koja je okruzena debelom
stijenkom koja ju Stiti od negativnih vanjskih utjecaja te sluzi za prezivljavanje u
nepovoljnim uvjetima i Sirenje patogena na vece udaljenosti. Nespolni (vegetativni) stadij
kljucan je u procesu infekcije domacina. Uslijed nedostatka hranjivih tvari ili naglog pada
temperature, na zavrSecima hifa formiraju se nespolni sporangiji sa zoosporama koje se
otpustaju u okolinu. Primarne zoospore kre¢u se pomocu dva bica i mogu izazvati primarnu
infekciju domadina, ali su aktivne samo nekoliko minuta, a zatim se pretvore u primarnu
cistu. Kada primarna cista proklija dolazi do stvaranja sekundarnih zoospora koje se
smatraju glavnim infektivnim stadijem, a zatim iz njih nastaju sekundarne ciste — citospore.
Vrsta Saprolegnia parasitica ima sposobnost stvaranja novih sekundarnih zoospora iz

sekundarnih cista. Ta pojava moZe se ponoviti kroz ¢ak Sest ciklusa i naziva se
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poliplanetizam ili ponovljena pojava zoospora, no naj¢esce dolazi do klijanja sekundarne

ciste u novi micelij (Andersson i Cerenius, 2002).

Oogonij

Klijajuca cista

z : \
Primarna cista
) : ' MEJOZA | S
Hife \\(3\&; 2 [ J 4
\ N N

Jezgra

Anteridij

Faza nespolnog
razmnoZavanja

2 &

Primarna zoospora

Faza spolnog | OPLODNJA
razmnoZzavanja - I

/ ' Klijanje oospore Oospore *
Sporangij sa zoosporama R
) i\)/]wj'

Slika 2. Zivotni ciklus roda Saprolegnia (Cummings, 2015).
Vrsta Saprolegnia parasitica Zivi u vlaznim uvjetima na kopnu i u slatkovodnim
ekosustavima. Podnosi Siroki raspon temperatura, 3 — 30 °C. Saprofit je i nekrofit, ali i
patogen koji uzrokuje saprolegniozu, bolest slatkovodnih riba i vodozemaca te njihovih
jaja (Van den Berg i sur., 2013). Ima Sirok raspon domacina, poput kalifornijske pastrve
(Oncorhynchus mykiss), potocne pastrve (Salmo trutta), perzijske jesetre (Acijpencer
persicus), velike ozimice (Coregonus lavaretus holsatus), australskog srebrnog grgeca
(Bidyanus bidyanus), kanalskog soma ([Ictalurus punctatus) i japanskog lososa
(Oncorhynchus masu). Osim toga parazitira i na jajascima atlantskog (Sa/mo salar) te
pacifickog lososa (Oncorhynchus nerka) (Gozlan i sur., 2014).

Kao oportunisticki patogen, S. parasitica najéesée uzrokuje bolest kad je riba pod stresom,
primjerice uslijed naglog pada temperature vode te kod riba s fizickim ozljedama ili drugim
bolestima. Uzgoj riba u ribnjacima cesto ukljuuje uzgoj velikog broja riba u malom
podrucju te loSu kvalitetu vode pa su takvi uvjeti povoljni za Sirenje bolesti (Shin i sur.,

2017). Saprolegnioza se manifestira bijelim ili sivim podrucjima s razvijenim filamentoznim
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micelijem na kozi, perajama i Skrgama inficirane ribe (Slika 3). Rast micelija na povrsini
jajasaca dovodi do njihove smrti, dok kod odraslih riba S. parasitica osteCuje povrsinski
epidermalni sloj te napredovanjem bolesti riba postaje letargi¢na. Zatim se homeostaza
organizma narusava, dolazi do smanjenja broja eritrocita Sto u konacnici uzrokuje

osmotski Sok, a posljedi¢no i smrt (Torto-Alalibo i sur., 2005).

Slika 3. Odrasla pastrva (a) i jaja (b) zarazena vrstom Saprolegnia parasitica. Inficirana

lezija na kozi ribe oznacena je plavim krugom. Foto: D. Pavi¢

2.2, Postojece metode kontrole patogenih oomiceta u akvakulturi

Rastom ljudske populacije, ali i prosjecne svjetske konzumacije ribe s 9 kg na 20,3 kg
godisSnje po osobi (u razdoblju od 1961. do 2016. godine), raste i akvakulturna
proizvodnja. Kako bi se osigurao rast u akvakulturi, koja danas ¢ini gotovo 50 % ukupne
godisnje proizvodnje ribe, nuzna je kontrola bolesti u uzgajaliStima i mrijestiliStima.
Patogen Saprolegnia parasitica ima negativan utjecaj u salmonidnoj akvakulturi, u kojoj
uzrokuje 10 do 30 %-tne gubitke (FAO, 2018).

Do nedavno su infekcije vrstom S, parasitica u slatkovodnim ribnjacima drzane pod
kontrolom pomocu malahitnog zelenila (MZ), koje je vrlo ucinkovit fungicid, a djeluje i
protiv bakterija i prazivotinja (Yang i sur., 2007). Medutim, brojna /in vitro i in vivo
istrazivanja pokazala su da MZ ima citotoksi¢na (Clemmensen i sur., 1984), kancerogena
i mutagena svojstva (Meyer i Jorgenson, 1983; Mittelstaedt i sur., 2004). Zbog toga je
upotreba MZ u akvakulturi danas zabranjena u Sjedinjenim Americkim Drzavama, Japanu
i Europskoj uniji (Jiang i sur., 2012). Usprkos zabrani, u nedostatku drugih ucinkovitih
metoda kontrole, MZ se i dalje koristi pa su u periodu od 2002. do 2011. godine (HAH,
2011) utvrdene poviSene koncentracije malahitnog zelenila i njegovog metabolita
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leukomalahitnog zelenila u 123 uzorka ribe, od kojih je 58,5 % potjecalo iz Azijskih zemalja
(Bilandzi¢ i sur., 2012).

Osim MZ, i razlicite druge kemikalije, kao Sto su formalin, bronopol, vodikov peroksid, i
natrijev klorid pokazale su se ucinkovitima u suzbijanju infekcija uzrokovanih vrstama iz
roda Saprolegnia. Medutim i one imaju negativne prateée ucinke (Van den Berg i sur.,
2013). Vodikov peroksid se pokazao ucinkovitim u suzbijanju saprolegnioze u
koncentracijama 500 — 1000 ppm, no istovremeno je utvrdeno da njegova prisutnost u
vodi uzrokuje smanjen broj jajasaca kalifornijske pastrve Oncorhynchus mykiss (Pottinger
i Day, 1999). Formalin je takoder pokazao visoku djelotvornost, ali je, kao i malahitno
zelenilo, vrlo toksican pa je u nekim zemljama ve¢ potpuno zabranjen, a u nekima se
zabrana uskoro ocekuje, ukljuCujuéi Europsku Uniju. Upotreba svih ovih kemijskih
reagensa vodi do razvoja fungicidne rezistencije i potencijalnih Stetnih ucinaka za ljudsko
zdravlje (Phillips i sur., 2008).

2.3. Ekoloski prihvatljive metode kontrole patogenih oomiceta

Biljni materijal ima velik potencijal primjene u suzbijanju djelovanja patogenih oomiceta.
Biljni ekstrakti bogati su izvori bioaktivnih tvari kao Sto su fenoli, flavonoidi, kinoni, tanini,
alkaloidi i steroli. Isto tako dostupnost, visoka ucinkovitost, mali troskovi i smanjeni rizik
za okolis Cine biljne ekstrakte ekoloski prihvatljivom metodom (Rahman i Chowdhury,
2008; Ramudu i Dash, 2013). Mnogobrojni su primjeri istraZivanja u kojima je ispitivano i
potvrdeno inhibicijsko djelovanje eteri¢nih ulja i biljnih ekstrakata na micelij, sporulaciju ili

pokretljivost zoospora patogenih oomiceta (Tablica 1).



Tablica 1. Biljne vrste s potvrdenim inhibicijskim djelovanjem na patogene oomicete.

Biljni materijal

Atractylodes
macrocephala

Brsljan, Hedera
helix
Cajevac,
Melaleuca
alternifolia

Cesnjak, Allium
sativum

Cicak, Xanthium
strumarium
Dumbir, Zingiber
officinale

Ehinaceja,
Echinacea sp.

Hena, Lawsonia
inermis
Juka, Yucca
schidigera

Kadulja, Salvia
officinalis

Etericno

ulje/ekstrakt

Alkoholni
esktrakt

Alkoholni
ekstrakt

Etericno ulje

Suhi ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt
Vodeni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt

Suhi ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt

Ciljni
mikroorganizam

Saprolegnia australis

Phytophthora
infestans

Aphanomyces
invadans

Aphanomyces
invadans

Phytophora infestans
Saprolegnia parasitica
Phytophora infestans

Saprolegnia australis

Saprolegnia parasitica

Saprolegnia parasitica

Plasmopara viticola

Aphanomyces
invadans
Aphanomyces
invadans

Phytophora cactorum
Phytophora infestans
Phytophora plurivora

Plasmopara viticola

Zivotni
stadij
prema

kojem je

potvrdena
inhibicija

Zoospore
(klijavost)

Micelij
Micelij,
zoospore
(klijavost)
Micelij
Zoospore
(klijavost)
Micelij
Micelij
Zoospore
(klijavost)
Micelij,
zoospore
(klijavost)
Micelij
Micelij
Micelij
Micelij
Micelij
Micelij
Micelij

Zoospore

(klijavost)

Referenca

Caruana i sur.
(2012)

Rodino i sur.
(2013)

Campbell i sur.
(2001)

Campbell i sur.
(2001)
Curtis i sur.
(2004)

Khallil (2001)

Rodino i sur.
(2013)
Caruana i sur.
(2012)

Caruana i sur.
(2012)

Shin i sur.
(2017)
Dagostin i sur.
(2011)
Campbell i
sur., (2001)

Skof (2018)

Skof (2018)

Rodino i sur.,
(2013)

Skof (2018)

Dagostin i sur.
(2011)



Klinci¢, Eugenia
aromitica
Krizantema,
Chrysanthemum

sp.

Kurkuma,
Curcuma longa

Lovor, Laurus
nobilis

Majcina dusica,
Thymus
daenensis

Miloduh,
Hyssopus
officinalis

Metvica, Mentha
longifolia
Mirta, Myrtus
communis
Oman, Inula
viscosa
Pelin, Artemisia
Sp.
RuZmarin,
Rosmarinus
officinalis

Sonneratia alba

Vernonia
amygdalina
Vrati¢,
Tanacetum
parthenium
Vrisak, Satureja
bactiarica

Etericno ulje

Vodeni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt

Etericno ulje

Vodeni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt
Alkoholni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt
Vodeni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt

Alkoholni
ekstrakt

Saprolegnia parasitica

Saprolegnia parasitica

Saprolegnia parasitica

Aphanomyces
invadans

Saprolegnia sp.

Aphanomyces
invadans

Phytophora cactorum
Phytophora infestans
Phytophora plurivora
Saprolegnia parasitica

Saprolegnia parasitica
Saprolegnia parasitica
Saprolegnia parasitica
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2.4.

Sastav i antimikrobno djelovanje propolisa
Propolis (pcelinje ljepilo, eng. bee glue) je smolasta Zuto-smeda do tamno smeda tvar
koju pcele radilice, Apis mellifera skupljaju iz rastucih pupoljaka ili kore drveta te prenose
do svojih kolonija u koSnicama gdje se propolis mijeSa s pcelinjim voskom i koristi u gradniji
i zastiti kosSnice od vanjskih neprijatelja. Na taj nacin iskoristavaju se antibakterijska i
antifungalna svojstva propolisa kao zastita kolonije od bolesti (Burdock, 1998).
Propolis mijenja konzistenciju ovisno o temperaturi. Na temperaturama ispod 15 °C tvrd
je i krhak, no na visim temperaturama postaje savitljiv i ljepljiv. Obi¢no je u teku¢em stanju
na temperaturama 60 — 70 °C, ali za neke uzorke temperatura taliSta moze biti i 100 °C.
Ima karakteristi¢an i ugodan aromaticni miris. Ovisno o podrijetlu, moze biti razlicite boje,
mirisa i djelovanja (Mirzoeva i sur., 1997).
Glavni sastojci propolisa su 40 — 50 % smola ( flavonoidi, fenolne kiseline i esteri), 25 —
35 % voska, 10 % etericnih ulja, 5 % peluda (proteini i kiseline) i 5 % ostalih razli¢itih
komponenti (Fe, Zn, Au, Ag, Cs, Hg, ketoni, Seceri). U smoli i eteriénim uljima nalaze se
fenolni spojevi - bioloski aktivne tvari, a do danas ih je identificirano viSe od 300 (Shimizu
i sur., 2004).
Fenolni spojevi se prema broju aromatskih jezgri u molekuli dijele na monofenole (npr.
fenolne kiseline i njihovi derivati, fenolni alkoholi itd.) i polifenole (npr. flavonoidi, stilbeni)
U polifenole ubrajamo najistrazivaniju podgrupu fenolnih spojeva — flavonoide, a obzirom
na razlike u gradi oni se dijele na: flavone, flavonole, flavan-3-ole i antocijane. Fenolne
kiseline dijele se na dvije glavne skupine: derivate hidroksibenzojeve i derivate
hidroksicimetne kiseline. U derivate hidroksicimetne kiseline pripadaju p-kumarinska,
ferulinska, sinapinska i kava kiselina (Naczk i Shahidi, 2004). Opée kemijske strukture
fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina prikazane su na Slici 4.
Pcele koriste propolis ve¢ milijunima godina, a u ljudskoj upotrebi nalazi se tisuclje¢ima.
O koristi i djelotvornosti propolisa kroz povijest postoje podaci u literaturi stari vise od
2000 godina. U razdoblju prije Krista, Grcki filozof Hipokrat opisao je upotrebu propolisa
za lijeCenje rana i Cireva, a rimski znanstvenik Plinije Stariji u svojoj je zbirci knjiga Natural
History (79. godine) spomenuo dobrobiti propolisa za lijeCenje opeklina i rana te
ublazavanje boli. Zbog povoljnih ucinaka na zdravlje, propolis se sve viSe koristi i kao
dodatak prehrani (Kuropatnicki i sur., 2013).
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Slika 4. Opce strukturne formule nekih fenolnih spojeva (Manach i sur., 2004).

2.4.1. Istrazivanja antimikrobnog djelovanja propolisa

Propolis ima niz povoljnih svojstava: djeluje imunomodulacijski, protuupalno,
protutumorski, antioksidacijski i antimikrobno (Santos i sur., 2002). Antimikrobno
djelovanje propolisa demonstrirano je na razliitim skupinama mikroba — virusima,
bakterijama, prazivotinjama, gljivama pa i oomicetima.

Antivirusno djelovanje propolisa utvrdeno je nizom istrazivanja. Propolis sprjecava ulazak
virusa u stanicu i njihovo razmnozavanje, a istovremeno poti¢e imunoloski sustav na
ubrzanu proizvodnju protutijela. Primjerice, Schnitzler i suradnici (2010) dokazali su
antivirusno djelovanje propolisa na Herpes simplex virus HSV-1. U tom istrazivanju
formiranje plakova karakteristi¢nih za virus smanjilo se za > 98 %. Propolis djeluje na
mnoge viruse, poput virusa gripe Al (Lotfy, 2006), HSV-2 — uzrocnika genitalnog herpesa
(Kuropatnicki i sur., 2013), Polio virus — uzroCnika djecje paralize (Bufalo i sur., 2009),
Rotavirus, Adenovirus i Coronavirus — uzroCnika infekcija gastrointestinalnog trakta
(Debiaggi i sur., 1990) itd.

Nadalje, brojnim znanstvenim istraZivanjima dokazano je inhibicijsko djelovanje propolisa
na bakterije, poput Staphylococcus aureus (Krol i sur., 1993), Streptococcus mutans (Koo
i sur., 2002), Salmonella enteridis (Uzel i sur., 2005), Bacillus subtilis (Pavilonis i sur.,

2008), Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli (Bispo i sur., 2012) i mnoge druge



(Fernandes i sur., 1995; Hegazi i sur., 2002; Boyanova sur., 2005). Baktericidno djelovanje
propolisa temelji se na sprjeCavanju diobe stanice, unistavanju stanicne stijenke i
citoplazmatske membrane te zaustavljanju sinteze proteina (Parolia i sur., 2010). Prema
istrazivanju Shuaib i suradnika (2013) kod Gram-pozitivnih bakterija antimikrobno
djelovanje se pokazalo u 100 % ispitivanih vrsta, a kod Gram-negativnih u 62,5 % ispitanih
vrsta. Razlog nesto smanjenog djelovanja na Gram-negativne bakterije autori pripisuju
proteinskim pumpama koje izbacuju sastojke propolisa iz stanice (Shuaib i sur., 2013).
Antiprotozoi¢no djelovanje propolisa takoder je dokazano brojnim istrazivanjima.
Primjerice, propolis djeluje inhibicijski na 7rypanosoma sp., Leishmania sp., Plasmodium
sp. (Monzote i sur., 2012), 7rypanosoma brucei (Siheri i sur., 2014), Blastocystis sp.
(Mokhtar i sur., 2016) i Crithidia fasciculate (Alenezi i sur., 2018).

Propolis djeluje i antifugalno. Primjerice, Ozcan (1999) je ispitao antifungalna svojstva
propolisa tretiranjem gljiva Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. melonis i Penicillium digitatum. U istrazivanju
je dokazano da propolis otopljen u vodi u koncentraciji od 4 % ima snazno antifungalno
djelovanje na navedene vrste gljiva. Isto tako, propolis je inhibirao rast gljiva 7richophyton
(Siqueira i sur., 2009), Penicillium expansum, Trichoderma reesei, Ulocladium sp. (Curifuta
i sur., 2012) te vrste iz roda Candlida (Bezerra i sur., 2015).

Uz sva navedena svojstva, pokazano je da propolis ima i inhibicijski ucinak na micelij i/ili
zoospore patogenih oomiceta. Primjerice, Jurcevi¢ (2018) je demonstrirala inhibicijski
ucinak etanolnih ekstrakata propolisa na rast micelija oomiceta Aphanomyces astaci,
patogena rakova te Phytophtora cactorum i P. plurivora, biljnih patogena sa Sirokim
rasponom domacina. Isto tako, Yusuf i suradnici (2005) dokazali su inhibicijski ucinak
metanolnih ekstrakata propolisa na micelij oomiceta Phytophthora infestans, P. capsicii P.
parasitica. Antioomicetna svojstva propolisa takoder su pokazana inhibicijom rasta hifa
Pythium insidiosum (Aradjo i sur., 2016) i micelija Pythium aphanidermatum (Pazin i sur.,
2019). Iako je antimikrobni potencijal propolisa danas potvrden velikim brojem
istrazivanja, studije koje pokazuju njegovo antioomicetno djelovanje joS uvijek su
malobrojne, unato€ velikom broju biljnih i Zivotinjskih patogena unutar ove skupine.

S obzirom na Siroki spektar antimikrobnog djelovanja propolisa, smatra se da je takvo
djelovanje rezultat sinergizma razlicitih komponenti, a ne pojedinacnih ucinaka (Burdock,

1998). Eksperimentalno je dokazano da jedna komponenta izolirana iz propolisa nema
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vecu aktivnost od cijelog ekstrakta propolisa. Ocito je da u razlicitim uzorcima razlicite
kombinacije tvari mogu biti temelj bioloSke aktivnosti propolisa (Kujumgiev i sur. 1993).
Snaga antimikrobnog djelovanja lezi u visokoj koncentraciji tvari flavonoida, fenola,

flavonola i hidroksicimetnih kiselina (Al-Ani i sur. 2018).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Pripravci propolisa

PROPOLIS 20%

4 PROPOLIS pius
{ Moja zostital ]

Slika 5. Pripravak 1 (a) i Pripravak 2 (b)

Tijekom izrade ovog rada koriStena su dva tekuca pripravka propolisa, P1 i P2 (Slika 5),
razliitog sastava (Tablica 2) (PIP d.o.0., Pisarovina, Hrvatska).

Tablica 2. Sastav koriStenih pripravaka propolisa

suhi ekstrakt propolisa 0,2 0,29
alk. ekstrakt listova kadulje (Salvia officinalis) / 0,25
alk. ekstrakt listova paprene metvice (Mentha / 0,19
piperita)
3.2. Kemikalije

e Agar (Biolife, Italija)

e Aluminijev klorid (aluminij-klorid-heksahidrat, p.a.) (AlCIzx6H20) (Kemika d.d.,
Zagreb, Hrvatska)

e Etanol, 96%-tni (Kefo d.o.0, Ljubljana, Slovenija)

e Folin — Ciocalteu reagens (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

e Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, USA)
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3.3.

3.4.

Glukoza (Biolife, Italija)

Kafeinska kiselina (CoHsOa4) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
Kalijev acetat, CH3CO2K (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Klorovodicna kiselina, koncentrirana 37% (HCI) (Fisher Chemical, Loughborough,
UK)

Kvascev ekstrakt (Biolife, Italija)

Kvercetin (Extrasynthese, Lyon, Francuska)

Metanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Aparatura
Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)
Autoklav (Inkolab, Zagreb, Hrvatska)
Inkubator (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
UV/Vis Spektrofotometar (PERKIN-ELMER, Lambda 1, Massachusetts, USA)

Pribor
Boce za Cuvanje otopina (250 mL, 500 mL i 1000 mL)
Graduirane pipete (1, 2i 5 mL)
Mikropipete Eppendorf (0,11 1 mL)
Odmijerne tikvice (10 mL 50 mL, 100 mL)
Petrijeve zdjelice
Propipeta
Plasti¢ne ladice za vaganje
Plasti¢na ZliCica
Staklene ¢ase (50 i 100 mL)
Staklene epruvete
Stalak za epruvete

Stakleni lijevci
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3.5.

Metode rada

3.5.1. Spektrofotometrija

Spektrometrija je grana znanosti koja proucava interakciju elektromagnetskog
zraCenja i tvari i na taj nacin daje informacije o sastavu i strukturi tvari. UV/Vis
spektrofotometrija je analiticka metoda prikladna za odredivanje kemijskih vrsta koje
apsorbiraju elektromagnetsko zracenje na valnim duljinama 200 — 400 nm (UV
podrucje), odnosno 400 — 800 nm (Vis podrucje). UV/Vis spektrofotometrija koristi
se za kvantitativno odredivanje organskih komponenti u otopini, pri cemu se koristi
svjetlost kako bi se izmjerila kemijska koncentracija tvari, odnosno prigusenja
inteziteta zracenja prilikom apsorbancije. Apsorbanciju opisuje Lambert-Beerov
zakon:

A = € b C
gdje je A apsorbancija, b duljina puta svjetlosti kroz uzorak (cm), ¢ mnoZinska
koncentracija (mol/L), a € molarni apsorpcijski koeficijent (L/cm mol). Vidljivo je da
je apsorbancija linearno ovisna o koncentraciji analita pa pomoc¢u Lambert-Beerovog
zakona i bazdarnog dijagrama (ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda)
mozemo jednostavno izracunati koncentraciju analita. Mjerenje apsorbancije vrsi se
spektrofotometrom koji se sastoji od izvora zracenja, monokromatora (izbor valne
duljine), detektora (mijerenje inteziteta zrake svjetlosti) i procesora signala

prikladnog za analiticku obradu podataka (Harvey, 2009).

3.5.1.1. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Metoda s Folin-Ciocalteu (FC) reagensom koristena je za odredivanje ukupnih fenola
u pripravcima propolisa (Agbor i sur., 2014). FC reagens smjesa je fosfovolframove i
fosfomolibdene kiseline koje se reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid pri
oksidaciji fenolnih spojeva u blago luznatim uvjetima pri cemu nastaje plavo obojenje
koje se mjeri pri valnoj duljini 765 nm (Chang i sur., 2002).

Na:WO4/Na>MoO4 + Fenol — (Fenol-MoW11040)4

+ e- —» Mo(V)
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U Tablici 3. navedeni su postupci pripreme reagensa za odredivanje fenola.

Iz svake tikvice prethodno napravljenih razrijedenja standarda galne kiseline,
otpipetirano je 125 pL u epruvete te je dodano 1250 pL FC reagensa i 15 mL destilirane
vode. Nakon 3 minute dodano je 3,75 mL zasiene otopine natrijeva karbonata te se
sve skupa vorteksiralo i termostatiralo 25 minuta pri temperaturi od 50°C u vodenoj
kupelji. Nakon toga mjerena je apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm na UV/Vis
spektrofotometru. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija, u programu Microsoft Excel
nacrtan je bazdarni pravac pri ¢emu se na apcisi nalaze koncentracije galne kiseline

(mg/L), a na ordinati vrijednosti apsorbancije pri 765 nm (Slika 6).

=
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R*=0.9981

°
o
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o
o
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v (mg/L)

Slika 6. Bazdarni pravac galne kiseline.

Nakon toga, gore opisanim postupkom izmjerene su i vrijednosti apsorbancije
pripravaka propolisa. Pri tome su uzorci propolisa zbog opce poznatih visokih
koncentracija fenolnih spojeva razrijedeni 1000 puta u etanolu tako da budu u
granicama kvantifikacije bazdarnog dijagrama. Na isti nacin pripremljena je i slijepa

proba, ali se umjesto ekstrakta uzeo 96 %-tni etanol.

Koncentracija ukupnih fenola u uzorcima propolisa izraunata je iz dobivene jednadzbe

pravca i izrazena kao mg ekvivalent galne kiseline (GAE) / mL uzorka.
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Tablica 3. Priprema reagensa za  odredivanje  ukupnih  fenola
| .
Folin-Ciocalteu reagens Otopina Folin- Ciocalteu (FC) reagensa dobivena je

(FC reagens) razrijedivanjem FC reagensa u deioniziranoj vodi u

omjeru 1:2.

Standard galne kiseline Standard galne kiseline pripremljen je otapanjem 250
mg galne kiseline u 10 mL 96 %-tnog etanola te je
otopina nadopunjena deioniziranom vodom do oznake
u odmjernoj tikvici od 50 mL. Od pocetne otopine
standarda (5 g/L) priredena su razrijedenja 50, 100,
150, 250 i 500 mg/L u odmjernim tikvicama od 100
mL tako da je otpipetirano 1, 2, 3, 5i 10 mL alikvota
standardne otopine galne kiseline i nadopunjeno do
oznake 96 %-tnim etanolom.

Na2COs (20 %, w/v) Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata pripremljena je
otapanjem 200g bezvodnog Na>COs u 800 mL vruce
deionizirane vode u odmjernoj tikvici od 1000 mL, te
nadopunjeno deioniziranom vodom do oznake i nakon

24 h filtrirano.
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3.5.1.2. Postupak odredivanja flavonoida

Odredivanje flavonoida provodi se metodom koja se temelji na kolornoj reakciji
flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenja inteziteta obojenja
pri 415 nm (Chang i sur., 2002). Reagensi za odredivanje flavonoida pripremljeni su

kako je opisano u Tablici 4.

Tablica 4. Priprema reagensa za odredivanje ukupnih flavonoida

Reagens Priprema
Aluminijev klorid Odvagano je 1 g aluminijeva klorida i otopljeno u destiliranoj

0,
AUy ) vodi u odmjernoj tikvici od 10 mL.

Kalijev acetat, 1 M 9,845 g kalijeva acetata otopljeno je u 10 mL destilirane
vode te kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu od 100

mL i nadopunjeno do oznake.
Standard Odvagnuto je 5 mg kvercetina i pomoc¢u 5 mL 100 %-tnog
SEES metanola preneseno u odmjernu tikvicu od 50 mL te
nadopunjeno metanolom do oznake. Od pocetne otopine
standarda (100 mg / L) priredena su razrijedenja 10, 25, 50
i 75 mg/L u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da je
otpipetirano 1, 2,5, 5i 7,5 mL alikvota standardne otopine

kvercetina i nadopunjeno do oznake metanolom.

Za odredivanje ukupnih flavonoida takoder je izraden bazdarni dijagram (Slika 7).
Otpipetirano je 0,5 mL otopine standarda kvercetina, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1
mL 10 %-tnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata te 2,8 mL destilirane
vode. Na isti nacin pripremljena je i slijepa proba, ali se umjesto standarda uzeo 100
%-tni metanol, a umjesto 10 %-tnog aluminijeva klorida etanol. Nakon stajanja 30
minuta, izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm.

Zatim je na isti nacin kao za standarde kvercetina odredena apsorbancija 1000 puta

razrijedenih pripravaka propolisa.
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Koncentracija ukupnih flavonoida u uzorcima propolisa izracunata je iz dobivene

jednadzbe pravca i izrazena kao mg ekvivalent kvercetina (QE) / mL uzorka.
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o
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y = 0.0064x + 0.002

Apsorbancija pri 360 nm
o
w

R2 = 0.9954
0.2
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0
0 20 40 60 80 100 120

y (mg/L)

Slika 7. BaZdarni pravac kvercetina.
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3.5.1.3. Postupak odredivanja hidroksicimetnih kiselina

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se spektrofotometrijskom
metodom pri ¢emu se intezitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm (Howard i sur.,
2003). Reagensi za odredivanje hidroksicimetnih kiselina pripremljeni su kako je

opisano u Tablici 5.

Tablica 5. Priprema reagensa za odredivanje hidroksicimetnih kiselina
~ Reagens  Prprema
- Standard kafeinske kiseline  Pripremljen je vaganjem 5 mg standarda
kafeinske kiseline te pomoc¢u 5 mL 80 %-tnog
metanola kvantitativno prenesen u odmjernu
tikvicu volumena 50 mL te nadopunjeno
metanolom do oznake. Iz alikvotne otopine
standarda 100 mg/L prirede se razrijedenja 10,
25, 50 i 66,7 mg/L na nacin da se otpipetira 1,
2,5, 5 i 6,67 otopine alikvota i nadopuni do
oznake 80 %-tnim metanolom u odmjernim
tikvicama od 10 mL.
Otopina klorovodicne kiseline, 1 0,227 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37
g/L HClI (u 96 %-tnom etanolu) o) otpipetirano je u odmjernu tikvicu od 100 mL
te nadopunjeno do oznake etanolom (96 %).
Otopina klorovodicne kiseline, 2 0,454 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37
g/L HCI %) otpipetirano je u odmjernu tikvicu od 100 mL

i nadopunjeno do oznake destiliranom vodom.

Kao i u prethodnim odredivanjima, najprije je izraden baZdarni dijagram ovisnosti
apsorbancije o koncentraciji kafeinske kiseline (Slika 8). Otpipetirano je redom 250 pL
otopine standarda, 250 pL 1g/L HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl u staklenu
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epruvetu i odredena je apsorbancija na 320 nm. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin,

samo je umjesto standarda dodan 80 %-tni metanol.

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

y=0.0047x-0.02
R?=0.9949

Apsorbancija pri 320 nm
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v (mg/L)

Slika 8. Bazdarni pravac kafeinske kiseline.

Apsorbancija 1000 puta razrijedenih uzoraka propolisa odredena je na isti nacin.
Koncentracija hidroksicimetnih kiselina u uzorcima propolisa izracunata je iz dobivene

jednadzbe pravca i izrazena kao mg ekvivalent kafeinske kiseline (CAE) / mL uzorka.

3.5.1.4. Postupak odredivanja flavonola

Odredivanje ukupnih flavonola provodi se spektrofotometrijskom metodom pri ¢emu se
intezitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm (Howard i sur., 2003). Reagensi koristeni za
odredivanje flavonola su otopina klorovodicne kiseline, 1 g/L HCl (u 96 %-tnom etanolu),
otopina klorovodicne kiseline, 2 g/L HCI (pripremljena kako je opisano u Tablici 5) te

standardi kvercetina (pripremljeni kako je opisano u Tablici 4).

Za pripremu baZdarnog dijagrama (Slika 9) otpipetirano je redom 250 pL otopine
standarda, 250 pL 1 g/L HCl u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl u staklenu epruvetu
i odredena je apsorbancija pri 320 nm. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, samo
je umjesto standarda dodan 80 %-tni metanol. Apsorbancija 1000 puta razrijedenih

uzoraka propolisa odredena je na isti naCin kao za standarde kvercetina.
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Koncentracija flavonola u uzorcima propolisa izracunata je iz dobivene jednadzbe pravca
i izrazena kao mg ekvivalent kvercetina (QE) / mL uzorka.
0.6
0.5

0.4

0.3
y=0.0048x +0.0183

2 =
0.2 R*=0.9859

Apsorbancija pri 360 nm

0 20 40 60 80 100 120
v (mg/L)

Slika 9. Bazdarni pravac kvercetina.

3.5.2. Uzgoj mikroorganizma Saprolegnia parasitica

U istrazivanju je koristen mikroorganizam Saprolegnia parasitica, soj CBS 223.65 koji je
ustupila dr. sc. Roberta Galuppi (Sveuciliste u Bologni, Italija) uzgajan pri 18 °C na krutoj
hranjivoj podlozi GY. Podloga GY priprema se mijeSanjem 1 L destilirane vode, 12 g agara,
5 g glukoze i 1 g kvascevog ekstrakta. Podloga se sterilizira autoklaviranjem pri 121 °C i
tlaku od 1,2 bar te se ohladena na oko 60 °C sterilno izlijeva u Petrijeve zdjelice (Hatai i
Egusa 1979).
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3.5.3. In vitro testiranje inhibicijskog ucinka propolisa na rast micelija
patogena Saprolegnia parasitica

Podloga s micelijem \ I

.
Bunari za propolis / kontrolu

Slika 6. Shematski prikaz /n vitro testiranja inhibicijske aktivnosti propolisa. Crne strelice — smjer

radijalnog rasta micelija.

Inhibira li propolis rast micelija patogena Saprolegnia parasitica istrazeno je in vitro
testiranjem (Slika 6). U srediSte Petrijeve zdjelice s hranjivom podlogom GY postavljen je
kruzni komadi¢ hranjive podloge prorasten svjezim micelijem vrste S. parasitica (d = 5
mm). Uz rub Petrijeve zdjelice napravljena su tri bunara promjera 5 mm, jednako udaljeni
medusobno i od micelija u sredini Petrijeve zdjelice. U bunare je dodano po 50 pL svakog
uzorka propolisa i otapala etanol/voda (negativna kontrola). Testiranje je izvrSeno u 4
paralele. Petrijeve zdjelice zatim su inkubirane 4 dana pri 18 °C te je izmjeren radijalni
rast micelija u milimetrima (od sredista podloge do ruba micelija) 2. i 4. dana rasta.
Intezitet inhibicijskog djelovanja pripravaka propolisa odreden je usporedivanjem rasta
oomiceta u i bez prisutnosti propolisa, pri ¢emu je inhibicijska aktivnost veéa Sto je

izmjereni radijalni rast comiceta bio maniji.
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4. Rezultati i rasprava

U ovom radu prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola,
flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u uzorcima propolisa (Tablica 6) te je po prvi
put ispitano inhibicijsko djelovanje propolisa na rast micelija patogenog mikroorganizma,

Saprolegnia parasitica, uzrocnika saprolegnioze (Slike 7 i 8, Tablica 7).

4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje masenih udjela polifenolnih spojeva

Koncentracije fenola, flavonola, flavonoida i hidroksicimetnih kiselina u pripravcima propolisa
P1i P2 iznosile su > 7 mg GAE/mL fenola, > 7 mg QE/mL flavonoida, > 4 mg QE/mL flavonola
i > 28 mg CAE/mL hidroksicimetnih kiselina (Tablica 6).

Kako bi se izmjerene koncentracije polifenolnih spojeva mogle usporediti s literaturnim
podacima, potrebno ih je izraziti po gramu propolisa. To je bilo moguce samo za pripravak P1,
s obzirom da je pripravak P2 smjesa propolisa i biljnih ekstrakata. Utvrdene koncentracije
fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u pripravku P1 usporedive su s
literaturnim podacima za pripravke propolisa. Primjerice, koncentracije fenola u uzorcima
propolisa iz Alzira (Mouhoubi-Tafinine i sur. 2016), Azerbajdzana (Can i sur., 2015) Koreje,
Australije i Brazila (Wang i sur., 2016) varirale su u Sirokom rasponu od ~1 do ~200 mg GAE/g,
dok je koncentracija fenola u pripravku P1 iznosila 36 mg GAE/g. Nadalje, literaturne
koncentracije flavonoida u uzorcima propolisa takoder variraju, i to u rasponu od ~1 do ~100
mg QE/g (Socha i sur. 2015; Tahifine i sur. 2016; Wang i sur. 2016), Sto je u skladu s
izmjerenom vrijednoS¢u za pripravak P1 od 39 mg QE/g. Sli¢no je i s koncentracijom flavonola
koje variraju od nekoliko mg QE/g do nekoliko stotina mg QE/g (Betances-Salcedo 2017; Isla
i sur. 2014; Kosalec i sur. 2014) te je pripravak P1 unutar tog raspona (24 mg QE/g).
Naposlijetku, utvrdena koncentracija hidroksicimetnih kiselina u pripravku P1 (139 mg CAE/qg)
vece su od vrijednosti koncentracija dobivenih u istrazivanju Socha i suradnika (2015) kod kojih
se raspon hidroksicimetnih kiselina kretao od 37,54 do 116,95 mg CAE/g. Vidljivo je da
koncentracije fenolnih spojeva u pripravcima propolisa, kako u ovom radu tako i u drugim

istrazivanjima, variraju, ali treba uzeti u obzir da na kemijski sastav propolisa (koli¢ina
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flavonoida, fenolnih kiselina i derivata) utjece geografsko i biljno podrijetlo propolisa te vrsta i

temperatura ekstrakcije te koriSteno otapalo za ekstrakciju (Salonen i sur., 2012).

Tablica 6. Koncentracije fenola, flavonola, flavonoida i hidroksicimetnih kiselina u uzorcima

propolisa (n = 2).

HIDROKSICIMETNE
FENOLI FLAVONOIDI FLAVONOLI KISELINE
7,2 £0,2 mg GAE/mL | 7,8 £ 0,03 mg QE/mL | 4,8 £ 0,2 mg QE/mL | 27,8 £ 0,8 mg CAE/mL
P1
36 mg GAE/g 39 mg QE/g 24 mg QE/g 139 mg CAE/g

P2 | 8,3 + 0,4 mg GAE/mL | 8,7 = 0,1 mg QE/mL 6,3+ 0,2 mg QE/mL | 37,9 £ 1,5 mg CAE/mL

Opéenito, u pripravku P2 utvrden je veéi udio polifenolnih tvari po mL nego u pripravku P1, i
to za 15 % Sto se tice koncentracije ukupnih fenola, za 11 % Sto se tice koncentracije
flavonoida, 31 % za flavonole i 36 % za hidroksicimetne kiseline. Utvrdena visa koncentracija
bioaktivnih spojeva moze se pripisati dodatku ekstrakta kadulje i paprene metvice pripravku
P2. Naime, poznato je da navedene biljke sadrze visoke koncentracije fenolnih tvari
(Attanassova i sur., 2011; Benabdallah i sur., 2016; Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2016; Dent i
sur., 2017; Ludci¢ 2018;). Primjerice, Luci¢ (2018) je odredio maseni udio ukupnih fenola u
ekstraktima kadulje u rasponu od 36 — 115 mg GAE/g, flavonoida 11 — 36 mg QE/g, flavonola
29 — 49 mg QE/g i hidroksicimetnih kiselina 28 — 62 mg CAE/g. Nadalje, Attanassova i suradnici
(2011) odredili su u paprenoj metvici koli¢inu fenola koja je iznosila 0,45 mg GAE/g te
flavonoida 0,25 mg QE/g. Osim toga, na vecu izmjerenu koncentraciju bioaktivnih tvari u
pripravku P2 vjerojatno je utjecala i viSa koncentracija suhe tvari propolisa (0,25 g/mL u P1

naspram 0,2 g/mL u P2).
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4.2. Inhibicijski ucinak propolisa na patogeni mikroorganizam Saprolegnia

parasitica

Oba testirana pripravka propolisa znacajno su inhibirala rast micelija patogena Saprolegnia

parasitica, kao Sto je prikazano na Slikama 7 i 8 te u Tablici 7.

Nakon Cetiri dana uzgoja u prisustvu pripravaka propolisa, rast u prisustvu pripravka P1 bio je
smanjen na 55 % u odnosu na kontrolne vrijednosti, a u prisustvu P2 na 50 %. Dakle, pripravak
P2 pokazao je jace inhibicijsko djelovanje od P1 Sto se moZze pripisati prisutnosti dodatka ekstrakta
kadulje i paprene metvice, odnosno ve¢im odredenim koncentracijama ukupnih fenola,
flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih kiselina. Te komponente odgovorne su za antimikrobni
ucinak propolisa (Mirzoeva i sur., 1997; Uzel i sur., 2005; Miguel i sur., 2014; Al-Ani i sur., 2018)
te se moze pretpostaviti da su imale inhibicijski ucinak na vrstu Saprolegnia parasitica u ovom
istrazivanju, pogotovo zbog toga jer je pripravak P2, bogatiji fenolnim spojevima, pokazao jace

inhibicijsko djelovanje.

Slika 7. Rast micelija S. parasitica nakon 4 dana
u prisutnosti pripravaka propolisa (oznake P1 i
P2) te negativne kontrole (oznaka EtOH). Strelice

prikazuju smjer i frontu radijalnog rasta.
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Tablica 7. Prosjecni radijalni rast micelija mikroorganizma S. parasitica u mm nakon 2 odnosno

4 dana pri 18 °C. Prikazane su prosjecne vrijednosti Cetiri mjerenja + standardna devijacija.

. etanol/voda
Dan uzgoja (negativna kontrola) it -
2. dan 188 +4,1 16,5+ 1,9 14,75 + 2,9
4. dan 43,3+1 24,25 + 2,6 20,75 + 2,8

E 2.dan E4.dan

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

prosjecan rast u osnosu na kontrolu (%)

P1 P2

pripravak propolisa

Slika 8. Inhibicija rasta patogenih oomiceta u prisutnosti pripravaka propolisa P1 i P2. Rast je
prikazan kao postotak radijalnog rasta u odnosu na negativnu kontrolu (rast u prisutnosti Cistog
otapala etanol/voda) nakon 2, odnosno 4 dana. Rezultati su prosjecne vrijednosti Cetiri mjerenja
+ standardna devijacija.
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Ovo je prvo istrazivanje u kojem je demonstrirano inhibicijsko djelovanje propolisa na patogena
Saprolegnia parasitica, uzroCnika saprolegnioze. Ranijim istraZivanjima sli¢ni su rezultati dobiveni
na drugim vrstama oomiceta, kako biljnim patogenima iz rodova Phytium i Phytophtora (Yusuf i
sur., 2005; Pazin i sur., 2019; Jurcevi¢, 2018) tako i animalnim patogenima iz rodova
Aphanomyces i Phytium (Araujo i sur., 2016; Campbell i sur., 2001; Jurcevi¢, 2018). Campbell i
sur (2001) su pokazali da je tinktura propolisa ucinkovitije inhibirala micelij vrste Aphanomyces
invadans od etericnih ulja Cajevca i ¢eSnjaka. Nadalje, u nedavnom istrazivanju koristeni su isti
pripravci propolisa P1 i P2 i isti nacin /n vitro testiranja inhibicijske aktivnosti propolisa na rast
micelija patogenih oomiceta Aphanomyces astaci, patogenu rakova te biljnim patogenima
Phytophtora plurivora i P. cactorum (Jurcevi¢, 2018). Kao i u ovom istrazivanju, pripravak
propolisa P2 s vec¢im udjelom suhe tvari propolisa i dodatkom ekstrakata kadulje i paprene metvice
snaznije je inhibirao rast micelija A. astaci, P. plurivora i P. cactorum od pripravka P1 koji nije
imao dodane biljne ekstrakte. Najosjetljivija vrsta bila je A. astaci Ciji je rast u prisutnosti P1 bio
inhibiran za 70 % te 75 % u prisustvu P2. Vrste P. plurivorai P. cactorum pokazale su se manje
osjetljivima i njihov rast bio je inhibiran za 40 do 50 %. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem
pokazali su da je patogen slatkovodnih Zivotinja Saprolegnia parasitica, podjednako osjetljiva na
pripravke propolisa kao i biljni patogeni iz roda Phytophtora.

Vedina navedenih istraZivanja, kao i istrazivanje provedeno u sklopu ovog rada, bavila su se
potencijalom propolisa za inhibiciju rasta micelija patogenih oomiceta. Medutim, zoospore, kao
primarni infektivni stadij oomiceta, su znacajno osjetljivije od micelija na djelovanje vanjskih
faktora (Ziogas i Davidse, 1987). Primjerice, Campbell i suradnici (2001) su utvrdili da je bila
potrebna sto i viSe puta niza koncentracija propolisa za potpunu inhibiciju pokretljivosti zoospora
nego Sto je bilo potrebno da bi se inhibirao rast hifa vrste Aphanomyces invadans. Stoga bi u
nastavku istrazivanja trebalo istraZiti kako propolis djeluje na zoospore vrste Saprolegnia
parasitica mjereci njihovu brojnost, pokretljivost i vijabilnost. Temeljem ranijih istrazivanja, mogu
se oCekivati pozitivni rezultati.

U posljednje se vrijeme sve viSe istrazuju nove primjene propolisa, zbog njegovog Sirokog raspona
antimikrobnog djelovanja i male toksi¢nosti za ljude i okolis (Sajjad i sur., 2018; Al-Hariri 2019;
Zakerkish i sur., 2019). Ranija istrazivanja demonstrirala su mogucnost primjene propolisa kao
dio prehrane u slatkovodnoj akvakulturi, u svrhu poboljSanja rasta Zivotinja i poboljSanja zastite

od bakterijskih i virusnih patogena (Cruz-Cervantes i sur. 2018). Rezultati ovog rada ukazuju na
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mogucnost primjene propolisa i u salmonidnoj akvakulturi, u svrhu zastite riba i njihovih jaja od

saprolegnioze.
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5. Zakljucak

U ovom je radu prvi put testirano inhibicijsko djelovanje propolisa na vrstu Saprolegnia parasitica

te su dobiveni sljededi rezultati:

\/
0‘0

Koncentracije fenolnih spojeva u pripravcima propolisa bile su visoke. P1 sadrzavao je
koncentracije fenola od 7,2 mg GAE/mL, flavonoida 7,8 mg QE/mL, flavonola 4,8 mg
QE/mL i hidroksicimetnih kiselina 27,8 mg CAE/mL, a P2 8,3 mg GAE/mL fenola, 8,7 mg
QE/mL flavonoida, 6,3 mg QE/mL flavonola te 37,9 mg CAE/mL hidroksicimetnih kiselina.
Koncentracije svih odredivanih fenolnih spojeva bile su viSe u pripravku P2, Sto se moze
pripisati viSoj koncentraciji suhe tvari propolisa, ali i prisutnosti ekstrakta kadulje i paprene
metvice.

In vitro testiranjem je utvrdeno da su oba pripravka propolisa inhibirala rast micelija vrste
Saprolegnia parasitica. Nakon Cetiri dana uzgoja u prisutnosti propolisa, rast micelija bio
je smanjen za 20 do 50 % u odnosu na kontrolu.

Pripravak P2 pokazao je jaci inhibicijski ucinak nego Sto je to bilo kod P1 (prosjecan rast
od 50 % u odnosu na kontrolu nasuprot prosjecnom rastu od 80 %), Sto se moZe objasniti

viSom koncentracijom bioaktivnih fenolnih spojeva.

Zaklju¢no, dobiveni rezultati ukazuju na mogucnost buduée primjene propolisa u ekoloski

prihvatljivoj slatkovodnoj akvakulturi.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu navedeni.

I
o Vi Tothe”
J
ime i prezime studenta

40



