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1. UVOD

Tijekom povijesti, ljudi su koristili pcelinje proizvode na razliCite nacine. Drevne
civilizacije su cijenile med zbog njegove slatkocée i ljekovitih svojstava. Pcelinji vosak se
koristio za izradu svijeca i kozmetike. Propolis se primjenjivao u tradicionalnoj medicini, dok
se pelud konzumirao zbog njegovih nutritivnih prednosti.

Propolis, cesto nazivan "pcelinjim ljepilom", prirodna je supstanca koju pcele
sintetiziraju od smola sakupljenih s razli¢itih biljnih izvora. Stolje¢ima je propolis imao vazno
mjesto u tradicionalnoj medicini zbog svojih raznolikih farmakoloskih svojstava i terapijskog
potencijala. Nedavna znanstvena istraZivanja su dodatno otkrila njegovu fascinantnu kemijsku
strukturu 1 dokazala njegovu u€inkovitost u razli¢itim zdravstvenim primjenama.

Kemijski sastav propolisa varira ovisno o geografskom poloZzaju, biljnim izvorima i
specificnim tehnikama sakupljanja koje pcele koriste. Ta prirodna varijabilnost rezultira
Sirokim spektrom bioloski aktivnih spojeva prisutnih u propolisu, poput flavonoida, fenolnih
kiselina, terpena i raznih drugih polifenolnih spojeva. Ti spojevi doprinose raznolikom nizu
terapijskih svojstava povezanih s propolisom, uklju¢uju¢i antioksidativnu, protuupalnu,
antimikrobnu, antifungalna, antivirusnu, imunomodulatornu 1 antikancerogenu aktivnost.

U ovom radu opisana je povijest propolisa, kemijski sastav te fizikalna i organolepticka
svojstva. Nadalje, navode se neke od metoda ekstrakcije propolisa te njegova najvaznija

bioloska svojstva potkrijepljena raznim istraZzivanjima.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PROPOLIS

Propolis je ljekoviti proizvod péela, karakteristican je po svojoj smolastoj konzistenciji,
ugodnom mirisu i boji koja se proteze od zute do tamnosmede (slika 1). Rije¢ propolis dolazi
od grckih rijeci ,,pro* — obrana i ,,polis® — grad, Sto oznacava obranu grada, odnosno obrana
kosnice. Naziv objasnjavamo tako S$to pcele koriste propolis za zatvaranje pukotina u
kosnicama, poravnavaju unutrasnje plohe zidova kosnica te Stite ulaz u kosnicu od uljeza.
Propolis sluzi i kao termoregulator, prekrivanjem unutrasnjih stijenka kosSnice propolisom,
pcele se stite od visokih ljetnih temperatura i osiguravaju stalne uvjete unutar kosnice. Osim
toga, pcele propolisom mumificiraju manje zivotinje koje dospiju u kosnicu 1 u njoj uginu te
na taj nacin sprjecavaju njihovo raspadanje unutar same kosnice. Najvaznija uloga propolisa bi
bila dezinfekcija stanica sac¢a prije izlijeganja mladih pcela, na taj nacin se pcele unutar kosnice

Stite od raznih bolesti (Kuropatnicki i sur., 2013).

Slika 1. Propolis (Anonymous 1, 2023)

Propolis proizvode pcele roda Apis, dok geopropolis, koji se smatra drugom vrstom
propolisa, proizvode bez-zalacne pcele, tj. rod Meliponini (Przybyltek i sur. 2019).
2



Prema Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih péelinjih proizvoda (NN 20/2000), propolis
se definira kao pcelinji proizvod koji sadrzi smolaste tvari koje pcele prikupljaju s pupoljaka
drvenastih biljaka. Propolis koji se stavlja na trziSte mora udovoljavati sljedece uvjete:

1.  mora sadrzavati najmanje 35 % tvari koje se ekstrahiraju alkoholom,

2 ne smije sadrzavati katran ni spojeve slicne katranu, odnosno katranske smole,

3. ne smije sadrzavati vise od 5 % mehanickih necisto¢a ni dijelova pcela,
4

ne smije sadrzavati vise od 30 % voska.
2.2. POVIJEST PROPOLISA

Povijesni izvori pokazuju da se propolis koristi ve¢ vise od 2 000 godina. Prvi spomen
propolisa datira iz davnih vremena, prikaz pcela koje proizvode propolis pronadeni su na
vazama koje potjecu iz drevnoga Egipta. Egipcani su koristili propolis za balzamiranje leSeva
1 povezivali su pcele s bogovima, Sto potvrduje i ¢injenica da je jedan od faraonovih naziva bio
,,.Kralj pCela“. Sa druge strane, stari Grci propolis su dodavali kao glavni sastojak parfema
zvanog ,,poliantus® (Martinotti i Ranzato, 2015).

Ljekovita svojstva propolisa otkrili su gréki i rimski lije¢nici Aristotel, Plinije Stariji,
Aulo Kornelije Celzo, Galen i Pedanije Dioskorid (Anjum i sur., 2019).

Hipokrat, koji se ujedno smatra i ocem moderne medicine, bio je jedan od prvih
lije¢nika koji je ovu biljnu tvar koristio za lijeCenje rana 1 Cireva, kako vanjskih tako i
unutarnjih.

Rimljani su takoder Stovali pcele i propolis, Plinije Stariji spominje propolis u svome
djelu Naturalis Historia, gdje opisuje prakticnu uporabu ove tvari. Propolis su takoder
poznavali drevni Perzijanci, Arapi i Zidovi. Hebrejska rije¢ za propolis je "tzori", opisana u
Starom zavjetu kao terapeutski balzam i sastavni dio tamjana. Arapi i Perzijanci su propolis
koristili kao lijek za brojne bolesti i kao sredstvo za ¢iS¢enje (Kuropatnicki i sur., 2013).

U srednjem vijeku uporaba propolisa nije bila toliko popularna, ali znanje o njemu
prezivjelo je u tradicionalnoj narodnoj medicini, uglavnom na podrucju Istocne Europe. 1z tog
razloga se od otkri¢a penicilina, pocetkom dvadesetog stolje¢a, Cesto naziva "ruskim
penicilinom". Jedna od najpoznatijih tradicionalnih primjena propolisa je njegova primjena kod
zacjeljivanja rana, uglavnom u obliku tinktura na bazi alkohola koji se koristi kao dezinficijens.
Osim toga u narodnoj medicini se koristi za lijeCenje opeklina, ¢ireva i drugih rana koje tesko

zacjeljuju.



Zanimanje za propolis vratilo se s renesansom, kada su ponovno otkriveni neki stari i
zaboravljeni tretmani. John Gerard u svom djelu Povijest biljaka (1597.) osvrnuo se na uporabu
propolisa za izradu masti koje blagotvorno djeluju na upale i modrice (Kuropatnicki i sur.,
2013).

Za vrijeme Drugog Anglo-burskog rata i Drugog svjetskog rata lijeCnici su pokusali
koristiti propolis za regeneraciju tkiva i zacjeljivanje rana, kao i za lijeCenje tuberkuloze, upale
pluéa i pothranjenosti (Lotfy, 2006). Od tada se uporaba propolisa postupno Sirila i sada je
popis njegovih primjena gotovo beskrajan. Koristi se za lijeCenje psorijaze, gingivitisa,
stomatitisa, reumatskih poremecaja, pa ¢ak i uganuca. Nalazi se u sastavu brojnih dodataka
prehrani (Kharsany 1 sur., 2019).

Izmedu 17. 120. stolje¢a propolis je postao vrlo poznat u Europi uglavnom zbog svojih
antibakterijskih svojstava, era intenzivnih znanstvenih istrazivanja o toj tvari zapocinje tek na
prijelazu iz 19. u 20. stolje¢e. Pokazalo se da ovaj pcelinji proizvod ima Sirok spektar

terapijskih u¢inaka i sadrzi vise od 300 razli¢itih komponenata (Anjum i sur., 2019). ,

2.3. SASTAV PROPOLISA

2.3.1. Fizikalna i organolepticka svojstva propolisa

Boja propolisa moze varirati od zute sve do tamnosmede boje. Propolis ima okus po
vaniliji, vosku, medu te pupoljcima topole, ali moze imati 1 gorak okus. Specificna tezina
propolisa pri temperaturi od 20 °C je od 1,11 do 1,14 g/cm’. Konzistencija propolisa ovisi o
promjeni temperature te povisenjem temperature propolis postupno omeksava te je podlozniji
oblikovanju: na temperaturama od 25 do 45 °C propolis je mekana, savitljiva i ljepljiva tvar;
na temperaturama viSim od 45 °C ljepljivost se povecava; u tekuce stanje prelazi na
temperaturama od 60 do 70 °C iako u nekim slu€ajevima temperatura taliSta doseze i 100 °C;
kad je zamrznut ili blizu tocke zamrzavanja te pri temperaturama nizim od 15 °C on postaje
tvrd 1 lomljiv. Propolis se bolje otapa u vrucoj nego u hladnoj vodi (od 7 do 10 %), dok se u
eteru koji je zagrijan do 123 °C otapa i do 66 %. U etilnom alkoholu topljivost je od 50 do 75
%, a u acetonu od 20 do 40 %. Topljivost ovisi o vremenskom trajanju ekstrakcije, temperaturi
otapala i1 o veli€ini Cestica, poZeljno je da je velicina Cestica $to manja odnosno da je propolis
u obliku praha. Najbolja topljivost se postize kada se otapa u smjesi alkohola i etera ili

kloroforma 1 alkohola (Muji¢, 2014).



2.3.2. Kemijski sastav propolisa

Kemijski sastav propolisa varira ovisno o njegovom podrijetlu kojeg karakterizira
geografski polozaj, klimatske promjene te vrste biljke s kojega su ga pcele sakupljale. Pcele
pri proizvodnji propolisa prikupljaju razli¢ite sastojke s razli¢itih dijelova biljaka odnosno tvari
koje biljke izlu¢uju aktivno, ali i tvari koje se ispustaju iz odredenih ranjenih dijelova biljke
kao npr. smola, lateks i guma. Razli¢iti kontinenti, podruéja i biljne vrste koje pcele
upotrebljavaju za proizvodnju propolisa ¢ine njegov sastav medusobno razli¢it. No iako se
razlikuju u kemijskom sastavu, djelovanja su ista (Przybylek 1 sur., 2019).

Uobicajeni sastav propolisa ¢ini 50 % biljnog balzama 1 smole, 30 % pcelinjeg voska,
10 % esencijalnih 1 aromaticnih ulja, 5 % peludii 5 % drugih organskih 1 anorganskih molekula.
Identificirano je vise od 300 komponenti u uzorcima propolisa prikupljenih iz razli¢itih regija
kao §to su polifenoli, terpeni, beta-steroide, aromatski aldehidi 1 alkoholi (Bankova 1 sur.,
2000).

Fenoli su jedna od najbrojnijih 1 Siroko rasprostranjenih skupina bioaktivnih molekula
u biljnom kraljevstvu (slika 2). Oni su proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka. Mogu se
kretati od jednostavnih molekula, kao §to su fenolne kiseline, do visoko polimeriziranih
spojeva, poput tanina. Njihova najkarakteristi¢nija znacajka je aromati¢ni prsten i alkoholna (-
OH) skupina povezana s njim. Fenoli su takoder najzastupljeniji sastojci u propolisu, posebno
onom podrijetlom iz topola. Prosjecno, oni ¢ine oko 28 £ 9 % ukupne mase propolisa vrste
topola, od ¢ega su 8 + 4 % flavoni/flavonolii 6 +2 % flavanon/dihidroflavonoli. Izolirani fenoli
pripadaju brojnim razli¢itim klasama spojeva, poput flavonoida, lignana, stilbena,
fenilpropanoida 1 drugih, medu kojima su flavonoidi najvaznije molekule u propolisu
(Balasundram i sur., 2006).

Flavonoidi uvelike doprinose farmakoloSkom djelovanju propolisa te imaju Sirok
spektar bioloskih svojstava, poput antibakterijskih, antivirusnih i protuupalnih ucinaka.
Flavonoidi su posebne komponente propolisa te ih je do sada u propolisu identificirano i
proucavano Cak viSe od 150 vrsta. Prema kemijskoj strukturi flavonoidi prisutni u propolisu
mogu se klasificirati u: flavone, flavonole, flavanone, kalkone, dihidrohalkone, izoflavone,

izodihidroflavone, flavane, izoflavane i neoflavanoide (slika 2) (Asma i sur., 2022).
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Slika 2. Kemijska struktura polifenola (Anonymous 2, 2023)

Flavonoidne skupine koje se uglavnom nalaze u propolisu ukljucuju sljedece tvari:
pinocembrin, rutin, luteolin, galangin, kempferol, katehin, naringenin, acacetin, pinostrobin,
miricetin 1 druge (Pasupuleti i sur., 2017).

Terpeni i terpenoidi su najveca 1 najraznolikija skupina sekundarnih biljnih metabolita.
Pojam "terpen" odnosi se na molekulu ugljikovodika, dok se pojam "terpenoid" odnosi na
molekulu ugljikovodika koja je modificirana npr. dodatkom kisika. Oni su druga najveca i
najvaznija skupina spojeva te najobilnije hlapljive komponente propolisa. Terpeni su jedna od
glavnih bioloski aktivnih tvari u propolisu i igraju glavnu ulogu u odredivanju njegove
kvalitete. Uglavnom se nalaze u tropskom propolisu te rjede u propolisu vrste topola, no neki
od njih takoder su izolirani iz propolisa mediteranskog tipa. Seskviterpeni su glavna skupina
terpena koja se nalazi u propolisu te se dalje dijele na aciklicke, monociklic¢ke, diciklicke i

triciklicke seskviterpene. Ostali vazni terpeni iz propolisa su monoterpeni, diterpeni i triterpeni
6



(Huang i sur., 2014).

Propolis sadrzi i aromatske organske kiseline kao Sto su benzojeva, cimetna, sorbinska,
kofeinska i kumarna kiselina, alkohole poput fenetil-alkohol i izopentenil, aminokiseline
(arginin, alanin, izovalin, fenilalanin, prolin, histidin, leucin, metionin, treonin...) te parafine,
sterole, viSe masne kiseline, polisaharide itd. U usporedbi sa ostalim pcelinjim proizvodima,
propolis u svome sastavu ne sadrzi hormonske sastojke pcele ili lipide.

Sukcinat dehidrogenaza, glukoza-6-fosfataza, adenozin-trifosfataza i kisela fosfataza
neki su od enzima koji se mogu pronaci u sastavu propolisa (Pasupuleti i sur., 2017). Minerali
pronadeni u propolisu su: Ca, K, Na, Mg, Fe, Si, Zn, Se, Cu, Ni, Al, Cr, Ba, Mn i Sr (Przybytek
1 sur., 2019). Analiza prisutnosti elemenata u tragovima u propolisu moze se koristiti za
identifikaciju razli¢itih uzoraka propolisa. Pb, Hg, As 1 Cd neki su od toksi¢nih elemenata koji
su pronadeni u propolisu, posebice u uzorcima propolisa iz industrijskih 1 zagadenih podrucja,
zbog Cega se analize elemenata prisutnih u sirovom propolisu mogu koristiti i kao pokazatelj
zagadenja okolisa (Huang i sur., 2014). Propolis takoder sadrzi vazne vitamine, poput vitamina

B1, B2, B6, C i E (Lotfy, 2006).

Tablica 1. Prikaz kemijskog sastava propolisa (Anjum i sur., 2019)

KOMPONENTE

Flavonoidi, flavanoni, flavoni i flavonoli

islapinin, ermanin, pektolinarigenin, sakuranetin, isosakuranetin, 3-acetil pinobanksin,
betuletol, izorhamnetin, kemferid, ramnazin, ramnetin, alnusin, alpinetin, alnusitol,
pinostrobin, pinocembrin, krizin, tektokrizin, akacetin, ramnocitrin, kvercetin, galangin,
apigenin, pinobanksin, kemferol, rutin, katehin, luteolin, naringenin

Alifatski ugljikovodici
1-oktadecen, trikozan, pentakozan, eikozan, heneikozan, eikozin

Derivati benzaldehida
vanilin, kapronski aldehidi, izovanilin phidroksibenzaldehid, protokatehualdehid

Cinamil alkohol, cimetna Kkiselina i njeni derivati

cinamilni alkohol, hidrocefinska kiselina, izoferuli¢na kiselina, metil ester cimetne Kiseline,
etil ester cimetne kiseline, cinamiliden octena kiselina, cimetna kiselina, kofeinska kiselina,
ferulinska kiselina

Benzojeva kiselina i derivati
benzojeva kiselina, salicilna kiselina, gentizinska kiselina, galna kiselina, fenilmetil ester,
fenilmetil ester salicilne kiseline, transkoniferil benzoat, trans-p-kumaril benzoat,
protokatehuinska kiselina
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Seéeri
d-ribofuranoza, d-fruktoza, d-glucitol, d-guloza, taloza, saharoza, d-glukoza

Vitamini
Bl1, B2,B6,C, E

Nikotinska Kkiselina, pantotenska Kiselina, halkoni i dihidrohalkoni

alpinetin kalkon, naringinen kalkon, pinobanksin kalkon, pinobanksin-3-acetat kalkon,
pinostrobin kalkon, pinocembrin kalkon, sakuranetin kalkon, 2',6'-atrihidroksi-4'-metoksi
kalkon, 2',6-dihidroksi-4'-metoksidihidro halkon, 2'.4',6-trihidroksidihidro kalkon

Aminokiseline

alanin, b-alanin, a-amino masla¢na kiselina, d-amino masla¢na kiselina, arginin, asparagin,
asparaginska kiselina, cistein, glutaminska kiselina, glicin, histidin, hidroksiprolin,
izoleucin, leucin, lizin, metionin, ornitin, fenilalanin, prolin, piroglutaminska kiselina,
sarkozin, serin, treonin, triptofan, tirozin, valin

Esteri

metil palmitat, cinamil-trans-4-kumarat, etil palmitat, stearinska kiselina metil ester, ftalat
ester, benzil benzoat, benzil-trans-4-kumarat, 3-metil-3-butenil izoferulat, 3-metil-2-butenil
izoferulat, 3-metil-3-butenil kafeat, 2-metil-2- butenil kafeat, 3-metil-2-butenil kafeat,
benzil kafeat, feniletil kafeat, cinamil kafeat, tetradecil kafeat, tetradecenil kafeat,
tetradecenil kafeat (izomer) b, tetradecenil kafeat, heksadecil kafeat

Steroli i steroidni ugljikovodici
kolesterol, stigmasterol, b-dihidrofukosterol, lanosterol

Alkohol, ketoni, fenoli i heteroaromatski spojevi
benzil alkohol, heksadekanol acetat, kumarin, pterostilben, ksantorija, skopoletin

Terpen, seskviterpen, alkohol i derivati
acetoksibetulenol terpen, geraniol, neroledol, b-bisabolol, guaiol, farnisol, dihidroeudesmol

Seskviterpenski i triterpenski ugljikovodici
b-paculen, b-bisabolen, skvalen, b-burbonen, kopaen, kalaren, kalamenen, kariofilen,
paculan, selenen, aromadendren

Minerali
Sr, Ba, Cd, Sn, Pb, Ti, Ag, Co, Mo, Al, Si, V, Ni, Mn, Cr Na, Mg, Cu, Ca, Zn, Fe, K

Enzimi
glukoza-6-fosfataza, kisela fosfataza, adenozin trifosfataza, sukcinska dehidrogenaza

Ketoni
p-acetofenolacetofenon, dihidroksi-acetofenon, metilacetofenon, hept-5-en-2-on, 6-
metilketon, acetofenon



Vostane kiseline
arhidna kiselina, behenska kiselina, ceroti¢na kiselina, laurinska kiselina, linoleinska
kiselina, lignocerinska kiselina, montanska kiselina

Alkoholi
benzol metanol, cinamil alkohol, glicerol, glicerofosfat, fenetil alkohol, izobutenol,
hidrokinon, prenil alkohol

Masne kiseline (C7-C18 kiseline) i ostali spojevi Fosforna kiselina, 1,4- dihidroksi
benzen, 4-hidroksi-benzaldehid, 4-hidro acetofenon, 1,2,4-trihidroksi butan, 1,2,3-
trihidroksi butanal 1 njegov izomer, miristicin, 2,4-bis(dimetil benzil)-6-t-butil fenol, 1,8-
dihidroksi-3-metil antrakinon, miristicin

Ostale Kkiseline i derivati
etil ester palmitinske kiseline, miristinska kiselina, sorbinska kiselina, butil-2- metilpropil
ester ftalne kiseline, stearinska kiselina, metilni ester alnustinske kiseline

Alifatske kiseline

mlijecna kiselina, hidroksioctena kiselina, jabu¢na kiselina, 5-hidroksi-n-valerijanska
kiselina, mlijecna kiselina, valerijska kiselina, jantarna kiselina, valerinska kiselina,
arabinska kiselina, nonanska kiselina, palmitinska kiselina, oleinska kiselina, dekanska
kiselina, dodekanska kiselina, tetradekanska kiselina, heptadekanska kiselina, oktadecenska
kiselina, tetrakozanska kiselina, eikozanska kiselina, heksakozanska kiselina,
heksakozanska kiselina

2.4. METODE EKSTRAKCIJE PROPOLISA

Postupak ekstrakcije je klju¢an u oslobadanju bioaktivnih sastojaka propolisa. Odabir
odgovaraju¢eg nacina ekstrakcije ima veliki utjecaj na proizvodnju visokokvalitetnih
proizvoda koji sadrze propolis. UobiCajena metoda je ekstrakcija ¢vrsto-tekuce tvari, koja
koristi etanol u razli¢itim koncentracijama, metanol ili vodu. Ekstrakt sadrzi aminokiseline,
flavonoide, terpene i derivate cimetne kiseline. Vodeni ekstrakt takoder sadrzi lektine (Coneac
i sur., 2008).

Medutim, ovo nije jednostavan zadatak s obzirom da se kemijski sastav propolisa
znacajno razlikuje. To je zbog toga Sto pcele koriste razli¢ite biljne izvore prikupljanja
propolisa u razli¢itim fitogeografskim i klimatskim zonama. Stoga postoji nekoliko razli¢itih
vrsta propolisa s karakteristicnim kemijskim profilima te pristup koji je najbolji za ekstrakciju
jedne vrste mozda nije prikladan za drugu.

Propolis potjece iz biljnih smola, ima vrlo nisku topljivost u vodi, ali se lako otapa u
organskim otapalima. Razlog tome je ¢injenica da su smole koje ¢ine propolis relativno
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nepolarnog karaktera, neovisno o njihovoj kemijskoj strukturi (Azwanida, 2015).
Neke od metoda koje se koriste za ekstrakciju propolisa su: maceracija, ekstrakcija po
Soxhletu, ultrazvuéna ekstrakcija, mikrovalna ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim CO,,

ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom, ekstrakcija cvrste faze itd.

2.4.1. Maceracija

Maceracija je najc¢esce koriStena tradicionalna metoda za ekstrakciju aktivnih sastojaka
propolisa. Postoje mnoga istraZivanja posvecena ovoj metodi koja proucavaju utjecaj razlicitih
parametara na ucinkovitost procesa ekstrakcije, ukljuc¢ujuéi vrstu otapala, omjer cvrsto-tekuce
tvari, vrijeme ekstrakcije 1 temperaturu. Najc¢esce se koristi smjesa etanola 1 vode; utjecaj udjela
etanola 1 omjera ¢vrsto-tekucée tvari proucavan je od strane mnogih. Optimalna koncentracija
etanola u vodi obi¢no se krec¢e izmedu 70 1 95 % alkohola, no najcesce je izmedu 70 1 80 %.
Utvrdeno je da su ekstrakti etanola 1 metanola pokazali ve¢u antioksidacijsku aktivnost u
usporedbi s ekstraktima vode, etil acetata, kloroforma i benzena (Ma 1 sur., 2016).

Isti rezultati su se dobili za razli¢ite vrste propolisa iz razliitih geografskih 1 biljnih
izvora, kao Sto su brazilski, kineski, malezijski 1 drugi. Vrijeme ekstrakcije znacajno se
razlikuje, razlog tome moze biti to Sto mijeSanje ili muckanje nije uvijek dobro provedeno.
Drugi faktor moze biti razli¢ita veli¢ina Cestica ekstrahiranog materijala (Bankova isur., 2021).

Analizom utjecaja pH vrijednosti na u¢inkovitost ekstrakcije otkriveno je kako je voda,
pri baznoj vrijednosti, izdvojila vece koli¢ine fenolnih spojeva i flavonoida u usporedbi s
ekstraktima vode kod kojih se pH nije mijenjao. Medutim, nisu se dobili isti rezultati i u sluc¢aju
s ekstraktom etanola (Mello i Hubinger, 2012).

Takoder, istrazivan je 1 utjecaj promjene temperature na ucinkovitost ekstrakcije.
Povecanje temperature rezultiralo je skraenjem vremena ekstrakcije sa smjesama vode i
etanola, kao 1 s drugim otapalima. Optimalna temperatura za postizanje kratkog vremena

ekstrakcije 1 maksimalnog prinos aktivnih sastojaka je 70 °C (Oldoni i sur., 2015).

2.4.2. Ekstrakcija po Soxhletu

Ekstrakcija po Soxhletu je jedna od metoda koja se Cesto koristi za izdvajanje
bioaktivnih molekula propolisa. Utjecaj parametara ekstrakcije poput koriStenog otapala

(kloroform, etanol, etil acetat,voda i smjesa etanola i vode) i vremena ekstrakcije (od 2 do 24
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sata) proucen je na temelju prinosa ekstrakta odnosno sadrzaju ukupnih fenolnih spojeva i
antioksidacijske aktivnosti. Slicno kao 1 kod ekstrakcije maceracijom, poveéanje udjela etanola
rezultira ve¢im prinosom ekstrakcije (Zin i sur., 2018).

Na temelju raznih istrazivanja doslo se do zakljucka kako ekstrakcija Soxhletom u
trajanju od 4 do 6 sati s apsolutnim etanolom pri 60 °C i omjerom 5:150 rezultira u najve¢em
prinosu ukupnih fenola i flavonoida. Mala koli¢ina otapala, recikliranje otapala te skra¢eno
vrijeme ekstrakcije neke su od prednosti ekstrakcije po Soxhletu u usporedbi sa maceracijom.
Medutim, ovu metodu treba koristiti s oprezom iz razloga Sto dugotrajno izlaganje propolisa
visokim temperaturama moZe biti poprili¢no Stetno za njegove termolabilne spojeve (Monroy

isur., 2017).

2.4.3. Ekstrakcija visokim tlakom

Proteklih godina razvijene su napredne metode ekstrakcije visokim tlakom sa
namjerom smanjenja ekoloSkog onecis¢enja 1 povecanja prinosa uz smanjenje troskova. Sa
istom namjerom razvijene su i metode poput ultrazvu¢ne ekstrakcije, mikrovalne ekstrakcije 1
ekstrakcije superkriticnim CO,. Ovaj proces temelji se na primjeni hidraulicke sile koja se
kre¢e od 100 MPa do 800 MPa ili viSe te koriStenje istih otapala kao i kod tradicionalne metode
ekstrakcije. Visoki tlak nam omogucava prijelaz faze iz jednog oblika u drugi, promjenu
dinamike reakcije i molekularne strukture, na taj nacin reakcija ide u smjeru koji potice
smanjenje volumena i time se povec¢ava ué¢inkovitost same ekstrakcije. Sto je hidrostatski tlak
veci, to visSe otapala moze prodrijeti u matricu i na taj nacin povecati u¢inkovitost ekstrakcije
(Khan i sur., 2019).

Ovaj pristup je pokazao uspjesne rezultate pri ekstrakciji turskog propolisa sa smjesom
etanola i vode. Ekstrakt je pokazao visoku antiradikalsku aktivnost. Negativna strana ove
metode je ta Sto zahtjeva posebnu i visoko specijaliziranu opremu koja je izrazito skupa

(Erdogan i sur., 2011).

2.5. BIOLOSKA SVOJSTVA PROPOLISA

Bioloska aktivnost propolisa uvelike ovisi o njegovom kemijskom sastavu. Poznavanje
kemijskog sastava propolisa omogucava predvidanje njegovih bioloskih aktivnosti. Op¢enito,

pojam bioloske aktivnosti opisuje farmakolosku aktivnost tvari u Zivom organizmu. Kada
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terapijski proizvod predstavlja kompleksnu smjesu, kao u slucaju s propolisom, bioloska
aktivnost moze biti Siroko zasnovana zbog viSe aktivnih sastojaka, Sto rezultira brojnim
farmakoloskim aktivnostima (Jackson i sur., 2007).

Medu najvaznija svojstva propolisa ubrajamo antimikrobna, antiupalna,
antioksidacijska i antitumorska. Takoder, propolis ublazava razli¢ite upale te uklanja slobodne
radikale. Svojstva poput antibakterijskog i antifungalnog djelovanja zajednicka su svim
vrstama propolisa, jedina razlika je u kemijskim spojevima koji su zasluzni za ta svojstva. Na
primjer, kod europskog propolisa, antibakterijska svojstva proizlaze iz prisutnosti spojeva kao
Sto su flavoni, flavanoni, fenolne kiseline 1 njihovi esteri. Kod brazilske vrste propolisa, ta
svojstva su rezultat prisutnosti prenilirane kumarinske kiseline 1 diterpena, dok kod kubanskog

crvenog propolisa, rijeC je o preniliranim benzofenonima.

2.5.1. Antimikrobno djelovanje

Flavonoidi, aromatske kiseline 1 esteri prisutni u propolisu odgovorni su za
antibakterijska svojstva propolisa. Najucinkovitiji flavonoidi u borbi protiv bakterija su
galagin, pinocembrin, kvercetin, narigin, kirizin 1 apigenin. Propolis ne izaziva rezistentnost
kod bakterija, Sto znaci da mu se bakterije ne mogu prilagoditi. U usporedbi s antibioticima,
propolis ima slabije djelovanje, ali je manje toksi¢an, ne oStecuje prirodnu crijevnu mikrofloru.
Djeluje sinergisticki s odredenim antibioticima, Sto ubrzava proces oporavka. Mehanizam
djelovanja propolisa na bakterijske stanice je kompleksan. SprjeCava stanicnu diobu, Cime
inhibira rast bakterija. OStecuje citoplazmu, citoplazmatsku membranu i stanicnu stijenku
bakterija, uzrokuju¢i djelomi¢nu bakteriolizu i inhibirajuéi sintezu proteina (Lotfy, 2006).

Antibakterijsku aktivnost propolisa i njegovih ekstrakata protiv gram-pozitivnih i
gram-negativnih sojeva bakterija pokazuje da propolis ima antibakterijsku aktivnost protiv
Sirokog spektra gram-pozitivnih bakterija, dok je njegova aktivnost protiv gram-negativnih
bakterija ograniCena. IstraZzivanjem antibakterijskih 1 antifungalnih aktivnosti ekstrakata
propolisa dobivenih ekstrakcijom acetonom i dimetil sulfoksidom iz 45 razli¢itih uzoraka s
podrucja Mugle u Turskoj, ustanovljeno je da antimikrobna aktivnost varira ovisno o uzorku i
dozi propolisa te otapalu za ekstrakciju. Kod svih uzoraka antimikrobna aktivnost povecala se
s povecanjem doze, ali nije dosegla maksimalnu razinu pri najvisoj testiranoj dozi. Ekstrakti
dimetil sulfoksida svih uzoraka propolisa su bili aktivniji od acetonskih ekstrakata istih

uzoraka, ali u slucaju bakterije Brucella melitensis, acetonski ekstrakti su pokazali vecu
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skupini gram-negativnih bakterija i Streptococcus mutans u skupini gram-pozitivnih bakterija
(Ugur i Arslan, 2004).

Antifungalno djelovanje ovisi o sastojcima propolisa kao §to su p-kumarinska kiselina,
kofeinska kiselina, 3-acetil pinobaksin, pinobaksin-3-acetat i pinocembrin. Utvrdeno je da
propolis inhibira aflatoksine, toksi¢ne spojeve nastale kao produkt metabolizma gljivica te
smanjuje rast Aspergillus flavusa. Propolis iz razli¢itih geografskih regija pokazuje aktivnost
protiv Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsisolis, C. tropicalis
1 Saccharomyces cerevisiae.

Pinocembrin, jedan od sastojaka propolisa, pokazuje djelovanje na Penicillium italicum
inhibirajuci rast micelija te utjeCuci na respiraciju 1 homeostazu energije patogena, Sto rezultira
razaranjem staniéne membrane 1 poremecajem metabolizma (Peng 1 sur., 2012). Australski
propolis pokazuje antifungalnu aktivnost protiv C. albicans, §to se pripisuje vecoj koncentraciji
pinocembrina (Banskota 1 sur., 2001).

Propolis pokazuje antivirusnu aktivnost zahvaljujuci prisutnosti flavonoida, kofeinske
kiseline 1 estera aromatskih kiselina. Antivirusno djelovanje provodi se djelomic¢nim
blokiranjem ulaska virusa u stanicu, utjecu¢i na korake replikacije virusnog ciklusa unutar
stanice te dovode¢i do degradacije RNA prije samog ulaska virusa u stanicu ili nakon
oslobadanja virusa u supernatantu (Bufaloi sur., 2009).

Provedena su istrazivanja kojima je otkrivena aktivnost propolisa protiv poliovirusa,
virusa influence tip A i tip B, adenovirusa, HSV-1 i HSV-2, vakcinija virusa, rotavirusa, virusa
vezikularnog stomatitisa goveda te virusa Newcastle bolesti (Fokt i sur., 2010).

Brojna istrazivanja su ukazivala na povezanost izmedu antivirusne aktivnosti propolisa
1 odredenih spojeva koji se u njemu nalaze. Utvrdeno je da neki flavonoidi imaju inhibicijski
ucinak na infekciju i replikaciju virusa humane imunodeficijencije (HIV).Takoder je utvrdeno
kako je luteolin djelotvorniji od kvercetina, ali manje djelotvoran od kofeinske kiseline i nekih
estera supstituirane cimetne kiseline koja se nalazi u propolisu. Izopentil-ferulat pokazao se
djelotvornim kod naruSavanja virulentnosti virusa influence tipa A. Primije¢eno je kako je
antivirusna aktivnost posljedica ne samo glavnih komponenti propolisa ve¢ i onih manje
zastupljenih komponenti poput 3-metilbut-2-enil kafeata i 3-metilbutil ferulata, tako je 3-

metilbut-2-enil kafeat pokazao znacajan utjecaj na inhibiciju rasta HSV-1 (Marcucci, 1995).
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2.5.2. Antioksidacijsko djelovanje

Antioksidacijske tvari su spojevi koji prisutni u mediju ¢ak i u malim koli¢inama imaju
mo¢ inhibiranja oksidacije supstrata. Mehanizam djelovanja antioksidacijskih tvari temelji se
na inhibiciji slobodnih radikala putem donora elektrona ili vodika. Slobodni radikali su glavni
uzrocnici starenja stanica, artritisa, raka, dijabetesa, astme, kardiovaskularnih i drugih bolesti
(Kuropatnicki i sur., 2013).

Antioksidacijsko djelovanje propolisa rezultat je visokog udjela polifenolnih spojeva,
poput galangina 1 pinocembrina koje svrstavamo medu flavonoide (Machado 1 sur., 2017).
Vodeni ekstrakt propolisa, zbog vecfeg sadrzaja polifenola, pokazao se ulinkovitijim od
etanolnog ekstrakta. Galangin se pokazao aktivnijim nego pinocembrin u oba slucaja, zbog
njihove strukturne razlike (Wagh, 2013).

Sun i sur. (2015) proucavali su antioksidacijska svojstva ekstrakata propolisa kroz pet
razli¢itih testova. Prvi test se proveo koriStenjem DPPH (2,2'-difenil-1-pirkilhidrazil) metode,
Siroko rasprostranjena, jednostavna 1 Cesta metoda za spektrofotometrijsko mjerenje ukupne
antioksidacijske aktivnosti u prirodnim proizvodima. Rezultati ove metode mogu se prikazati
na razli¢ite nacine. Vec¢ina studija izrazava rezultate kao vrijednost ICso, koja se definira kao
koncentracija antioksidansa potrebna za smanjenje pocetne koncentracije DPPH-a za 50 %.
Niza vrijednost ICso ukazuje na jacu antioksidacijsku aktivnost. Vrijednosti ICso razli¢itih
ekstrakata propolisa varirale su od 13 798 pg/mL do 633 pg/mL. ICso vodenog ekstrakta
propolisa 125 % etanolnog ekstrakta propolisa otprilike su 10 puta vece od vrijednosti ostalih
etanolnih ekstrakata propolisa. Posebno se istaknuo 75 % etanolni ekstrakt propolisa koji je
pokazao najjacu aktivnost u uklanjanju DPPH radikala; njegova vrijednost ICso bila je 633
pg/mL, puno niZa od vrijednosti vodenog ekstrakta propolisa.

Druga metoda koja se koristila bila je ABTS metoda koja sluzi za odredivanje
sposobnosti uklanjanja radikala pomocu flavonoida i fenola, ova metoda je bolji izbor od
DPPH metode zbog svoje vece osjetljivosti. Primije¢eno je da je ABTS metoda dala sli¢ne
rezultate kao i DPPH metoda te je 75 % etanolni ekstrakt propolisa ponovno pokazao najnizu
vrijednost ICso, Sto ukazuje na najviSu aktivnost u uklanjanju ABTS radikala.

ORAC metoda se koristila u treCem testu, to je metoda odredivanja kapaciteta
apsorpcije radikala kisika, relativno standardizirana metoda za mjerenje kapaciteta u bioloskim
uzorcima. Vrijednosti dobivene ovom metodom varirale su od 1 383 do 27 5954 umol

Trolox/100 g propolisa. 75 % etanolni ekstrakt propolisa pokazao je najvecu vrijednost (27
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5954 pumol Trolox/100 g propolisa), §to je gotovo 200 puta veée od vrijednosti dobivene u
slu¢aju sa vodenim ekstraktom propolisa.

Antioksidacijska aktivnost mjerila se i FRAP metodom koja mjeri antioksidansom
uzrokovanu redukciju kompleksa feri-ion (Fe**) - ligand u intenzivno plavo obojeni fero- (Fe*")
kompleks, u kiselom mediju. 75 % etanolni ekstrakt propolisa pokazao je najjacu redukcijsku
sposobnost te je njegova vrijednost bila gotovo 15 puta veca nego vrijednost vodenog ekstrakta.

Posljednja metoda u ovom istrazivanju bila je metoda odredivanja antioksidacijske
aktivnosti na stani¢nim kulturama (eng. Cellular antioxidant activity assay, CAA assay).
Ispitana je stani¢na antioksidacijska aktivnost ekstrakata propolisa na HepG2 stanicama. Kao

1 u svim ostalim testovima, 75 % etanolni ekstrakt pokazao se najucinkovitiji, stani¢na

antioksidacijska aktivnost povecala se 150 puta u usporedbi sa vodenim ekstraktom propolisa.

2.5.3. Antitumorsko djelovanje

Propolis ima pozitivan u¢inak na antitumorsku terapiju. Antikancerogena aktivnost
propolisa 1 njegovih spojeva temelji se na razli¢itim mehanizmima kao $to su: suzbijanje
proliferacije stanica raka/prekanceroznih stanica putem njegovog imunomodulatornog ucinka,
smanjenje broja mati¢nih stanica raka koje su odgovorne za razvoj otpornosti na kemoterapiju
1 ponovno pojavljivanje raka nakon lijeCenja, blokiranje specificnih signalnih putova
onkogena, geni koji snazno aktiviraju proces umnozavanja stanica, izvodenje antiangiogenih
ucinaka, moduliranje tumorskog mikrookruzenja te kao dodatni ili komplementarni tretman
postoje¢im konvencionalnim terapijama protiv raka (Chan i sur., 2012).

Cole 1 sur. (2010) proucavali su potencijalnu primjenu etanolnog ekstrakta australskog
propolisa kao preventivnog lijeka protiv raka u kontekstu kroni¢ne upale koze, koriStenjem
misjeg modela bez dlake s induciranom upalom uzrokovanom UV zra¢enjem. Na temelju
rezultata istrazivanja dokazano je kako propolis ima znacajnu aktivnost, ovisno o koriStenoj
dozi, u zastiti od opeklinskog edema i peroksidacije lipida. Takoder, pretjerano izraZzavanje IL-
10 i1 smanjenje IL-12, S§to su karakteristini pokazatelji imunosupresije, bili su znacajno
smanjeni uz primjenu propolisa. Australski propolis je uspjeSno smanjio upalu koZe,
imunosupresiju i peroksidaciju lipida uzorkovanu izlaganjem UV zracenju te na temelju toga
se moZze zakljuciti da propolis moZze imati korisni zastitni u¢inak protiv oste¢enja koZe i razvoja
koznog karcinoma kod ljudi.

Kimoto i sur. (2001) primijenili su Artepilin C (3,5-diprenil-4-hidroksicinaminska
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kiselina), aktivni sastojak brazilskog propolisa koji posjeduje antitumorsku aktivnost, na
ljudske stani¢ne linije leukemije razli¢itih fenotipa, kao §to su limfocitna, mijeloicna i
monocitna leukemija. Artepilin C je pokazao snazne citocidne ucinke i izazvao izrazene razine
apoptoze u svim stani¢nim linijama. Najja¢i ucinci su primijeceni kod linija T-stanica. U
stani¢nim linijjama inducirana su apoptotska tijela i fragmentacija DNA. Sinteza DNA u
stanicama leukemije jasno je inhibirana, a dezintegracija stanica je potvrdena mikroskopom.
Apoptoza stanica leukemije djelomi¢no moze biti povezana s povecanim izrazavanjem Fas
antigena, proteina koji izaziva apoptozu i gubitkom membranskog potencijala mitohondrija. S
druge strane, iako Artepillin C inhibira rast normalnih stimuliranih limfocita, nije citocidan
prema normalnim nestimuliranim limfocitima. Ti rezultati sugeriraju da Artepillin C ima
antileukemijske u€inke s ograni¢enim inhibicijskim u¢incima na normalne limfocite.

Istrazivanja o ucinku oralnog kirizina (5,7-dihidroksiflavon), bioflavonoida koji se
nalazi u propolisu te ima snazan inhibitorni u¢inak na aromatazu u modelu hepatokarcinoma
izazvanog DEN-om kod $takora, su pokazala zna¢ajno smanjenje broja i veli¢ine formiranih
kancerogenih ¢vorova. Ovaj hepatoprotektivni u€inak se takoder oc¢itovao u smanjenju razina
jetrenih enzima parenhima i zu¢nih kanali¢a u serumu (Khan 1 sur., 2011).

Sumirajuci rezultate navedenih istrazivanja, moguce je zakljuciti da propolis sadrzi
smjesu spojeva ¢iji zbrojni ucinci nemaju hepatoprotektivni uc¢inak. Medutim, pojedinacni spoj

se moze ponasati drugacije od same smjese.

2.5.4. Protuupalno djelovanje

Propolis posjeduje protuupalno djelovanje kod akutnih i kroni¢nih upala zbog
prisutnosti flavonoida koji kontroliraju aktivnost NADPH-oksidaze. ornitin dekarboksilaze,
mijeloperoksidaze, hijaluronidaze iz stanica gusterica te tirozin-kinaze (Lotfy, 2006).

Nacin djelovanja ovih spojeva je suzbijanje proizvodnje leukotriena i prostaglandina
od strane bijelih krvnih stanica te usporavanje aktivnosti mijeloperoksidaze, ornitin
dekarboksilaze, tirozin-kinaze i NADPH-oksidaze (Machado i sur., 2017).

Enzim koji je esto povezan s upalnim procesom je ciklooksigenaza-2 (COX-2), koji
se pojavljuje u bolnim i upaljenim tkivima, dok je u zdravim tkivima uglavnom neaktivan.
Drugi oblik ciklooksigenaze je ciklooksigenaza-1 (COX-1), taj oblik regulira proces
homeostaze (Viuda-Martos i sur., 2008).

COX-2 pretvara arahidonsku kiselinu u prostaglandin, spoj koji povecava upalnu
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reakciju u organizmu. Kako bi se umanjila upalna reakcija koriste se inhibitori tog enzima.
Fenetil ester kofeinske kiseline (CAPE) ima veliki utjecaj na inhibiciju COX-2, CAPE inhibira
oslobadanje arahidonske kiseline iz stani¢ne membrane, suzbija aktivnost COX-1 i COX-2 te
smanjuje aktivaciju gena COX-2.

Borrelli 1 sur. (2002) proveli su istrazivanje gdje su ispitivali protuupalna svojstva dva
etanolna ekstrakta propolisa, CAPE-a i galangina. Jedan ekstrakt je sadrzavao CAPE, dok je
drugi bio bez njega. Njihovo djelovanje je ispitivano na zarazenim Stakorima s karageninskim
edemom stopala, karageninskim pleuritisom 1 adjuvantnim artritisom. Rezultati su pokazali
kako etanolni ekstrakt s CAPE-om i sam CAPE znacajno djeluju na bolesti Stakora. Nasuprot
tome, etanolni ekstrakt bez CAPE-a i galangin nisu pokazali protuupalni u¢inak. Na temelju
tog istrazivanja mozemo zakljuciti kako CAPE ima znacajnu ulogu u protuupalnim svojstvima
propolisa.

Marquez i sur. (2004) su istrazivali imunosupresivnu aktivnost CAPE-a u ljudskim T-
stanicama, stanice koje igraju klju¢nu ulogu u nastanku nekoliko upalnih bolesti. Otkrili su
kako je ovaj fenolni spoj snazni inhibitor ranih 1 kasnih dogadaja u aktivaciji T-stanica putem
T-stani¢nih receptora. Osim toga otkriveno je da CAPE specificno inhibira transkripciju gena
interleukina (IL)-2 1 sintezu IL-2 u stimuliranim T-stanicama. Kako bi dodatno razjasnili
djelovanje CAPE-a na transkripcijskoj razini, ispitivano je vezanje DNA 1 aktivnost
transkripcijskih faktora: nuklearnog faktora kappa B (NF-xB), nuklearnog faktora aktiviranih
stanica (NFAT) 1 aktivatornog proteina-1 (AP-1). Utvrdeno je da CAPE inhibira vezivanje i
transkripcijsku aktivnost NF-kB i1 NFAT, koji su dva klju¢na transkripcijska faktora za
aktivaciju T-stanica. Ovim ispitivanjima dobiveni su novi uvidi u molekularne mehanizme koji

su uklju¢eni u imunomodulatorno i protuupalno djelovanje propolisa.
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2. ZAKLJUCCI

Na temelju informacija predstavljenih u ovom zavrSnom radu mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

1. Povijesna upotreba propolisa kroz razliCite civilizacije i kulture otkriva njegov trajni
znacaj kao prirodnog lijeka.

2. Znanstvena istrazivanja kemijskog sastava i bioloSkih aktivnosti propolisa potvrdila su
njegova antimikrobna, antivirusna, protuupalna i imunomodulatorna svojstva.

3. Na temelju kemijskog sastava propolisa i njegovih fizikalnih i organoleptickih svojstava,
mozemo zaklju€iti da je propolis bogat bioaktivnim spojevima, kao §to su flavonoidi,
fenolne kiseline i terpeni.

4. Fizikalne karakteristike propolisa, poput ljepljive smolaste teksture, varijabilnih boja (od
zute do tamno zelene), te karakteristi¢ne arome i okusa, ¢ine ga pogodnim za kozmeticku,
prehrambenu i farmaceutsku industriju.

5. Postoji nekoliko metoda ekstrakcije propolisa koje se koriste za dobivanje njegovih
bioaktivnih spojeva, svaka od metoda u radu ima svoje prednosti i nedostatke. Etanolni
ekstrakt propolisa u usporedbi s vodenim ekstraktom, odnosno ekstraktima dobivenim
ekstrakcijom sa etil acetatom, kloroformom i benzenom ¢esto se smatra najboljim
izborom zbog visokog udjela bioaktivnih spojeva, stabilnosti i Siroke primjene.

6. Potrebna su daljnja istrazivanja i klini¢ke studije kako bi se u potpunosti razumjeli
mehanizmi djelovanja propolisa i optimizirala njegova upotreba u specificnim

zdravstvenim stanjima.
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Izjava o izvornosti

Ja Iva ESegovié¢ izjavljujem da je ovaj zavrSni rad izvorni rezultat mojeg rada

te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.

Vlastorucni potpis
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