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WYKAZ SKROTOW

LOD - limit detekcji

LOQ — granica oznaczalnos$ci

X — stezenie oznaczanego skladnika,

y — pole powierzchni oznaczanego sktadnika,

Sy — btad standardowy estymacji,

r — wspotczynnik korelacii,

p — poziom istotnosci,

Sb — blad standardowy oszacowania wyrazu wolnego ,,b”,

Sa — btad standardowy oszacowania wspdiczynnika kierunkowego prostej
i

x— warto$é $rednia;

Rs— rozdzielczos$¢ pikow

RT — czas retencji

N — liczba potek teoretycznych,

Asym — wspoétczynnik asymetrii

MIC — najmniejsze stezenie hamujace (Minimal Inhibitory Concentration)
BSTFA — N, O —bis —trimetylosilylotrifluoroacetamid

TMCS — trimetylochlorosilan

HPLC - chromatografia cieczowa wysokocisnieniowa (High Performance
Liquid Chromatography)

GC — chromatografia gazowa (Gaz Chromatography)

MS — spektrometria masowa

GC-MS — chromatografia gazowa z detektorem masowym

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (Thin Layer Chromatography)

ICH — Migdzynarodowa Komisja ds. Harmonizacji (International Conference
on Harmonization)

PN — Polska Norma



BA - bulion antybiotykowy

BAA — bulion antybiotykowy z agarem

ACN - acetonitryl

CUPRAC — metoda oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej polegajaca na
redukcji jonow Cu (II) do Cu (I) (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)
RNA - kwas rybonukleinowy

mRNA — matrycowy (lub informacyjny) RNA (messenger RNA)

IL1B — interleukina 13

NF-kB — czynnik transkrypcyjny

NADPH — wodorofosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

TNF — czynnik martwicy nowotworu (Tumor Necrosis Factor)

ADP — adenozynodifosforan

COX — cykolooksygenaza

AAS — atomowa spektrometria absorpcyjna

SPE — ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Extraction)


http://pl.wikipedia.org/wiki/Kwas_rybonukleinowy

1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. Wprowadzenie

Nazwa propolis pochodzi z jezyka greckiego 1 sktada si¢ z dwoch stow:
pro - dla, w obronie 1 polis — miasto, co moze oznacza¢ w obronie miasta (1).
Propolis, czyli kit pszczeli jest stosowany przez pszczoly jako materiat
budulcowy, wzmacniajacy konstrukcje ula, uszczelniajacy ul przed
wnikaniem wody a takze utrzymujacy gniazdo w odpowiednich warunkach
higienicznych. Propolisem pszczoly poleruja i dezynfekujg wnetrza komorek
w plastrach przed ztozeniem w nich jaj przez krélowa. Znajdujacy si¢
w gniezdzie propolis =zabezpiecza jego wnetrze przed rozwojem
drobnoustrojéw 1 stuzy do mumifikacji przypadkowych owaddéw, a nawet
drobnych gryzoni, ktére po wtargnigciu do gniazda zostaly przez pszczoty
zazadlone.

Propolis jest wytwarzany przez pszczoty ze smolistych 1 balsamiczych
substancji paczkéw kwiatowych 1 kory wielu drzew lisciastych oraz zywic
wystepujacych na uszkodzonych czes$ciach drzew a nastgpnie wzbogacany
przez pszczoty w wosk 1 wydzieling gruczotdéw pszczelich (2,3).

Wiasciwosci lecznicze propolisu znane byty juz Starozytnym Grekom,
Egipcjanom 1 Rzymianom. Propolis stosowano miedzy innymi do leczenia
ran 1 balsamowania zwlok. W 12 wieku naszej ery preparaty z propolisem
byly zalecane w leczeniu infekcji jamy ustnej 1 gardia, jak rowniez prochnicy
zebow (4). Wlasciwosci antybiotyczne, przeciwzapalne 1 miejscowo
znieczulajace propolisu zachecaja do jego wykorzystania w terapii schorzen
skory 1 bton Sluzowych. Dobre efekty uzyskano w leczeniu trudnych schorzen
takich jak ropne zakazenia skory, zakazone rany oparzeniowe, grzybice 1 rany

popromienne. Propolis znajduje zastosowanie w leczeniu powiktanych ran



pooperacyjnych, schorzeniach otolaryngologicznych, stomatologicznych,
oftalmologicznych a takze w ginekologii, proktologii oraz innych (3).

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie propolisu w lecznictwie pojawito
si¢ na rynku wiele preparatow zawierajacych w skladzie propolis
zarejestrowanych  jako leki, suplementy diety Ilub  kosmetyki.
Najpowszechniej stosowanym preparatem propolisowym, znanym od
wiekow, jest nalewka propolisowa ale dostgpne s3 rdwniez inne postacie
takie jak tabletki, kapsutki, masci, zele, czopki doodbytnicze, gatki
dopochwowe, ekstrakty wodne 1 glicerolowe, pasty do zgboéw 1 plyny do
ptukania jamy ustne;.

Wytwarzanie preparatow leczniczych, spozywczych 1 kosmetycznych
wymaga stosowania  surowca o  powtarzalnych  parametrach
fizykochemicznych 1 okreslonych wlasciwosciach biologicznych w celu
zagwarantowania odpowiedniej jakos$ci, bezpieczenstwa 1 skutecznosci
terapii.

Liczne badania dowodza, ze skiad chemiczny propolisu jest rézny
w zalezno$ci od regionu geograficznego dlatego poznanie jego sktadu, ktory
jest odpowiedzialny za aktywnos$¢ biologiczng wydaje si¢ mie¢ istotne
znaczenie dla technologii wytwarzania gotowych preparatow jak rdéwniez
terapii. Nalezy podkresli¢, ze probki pochodzace z réznych rejondw swiata,
o zroéznicowanym sktadzie chemicznym wykazuja podobne wiasciwosci
biologiczne co §wiadczy o ztozonosci tego problemu. Standaryzacja propolisu
powinna opiera¢ si¢ nie tylko na analizie wlasciwosci biologicznych ale

réwniez na analizie jako$ciowej 1 ilosciowej sktadnikow chemicznych (5).



1.2. Wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne

1.2.1. Sklad chemiczny

Sktad chemiczny propolisu jest bardzo roéznorodny 1 zalezy przede
wszystkim od szaty roslinnej. Przyjmuje si¢, ze w 50 % do 55 % sktada si¢
z zywic, 25 % do 35 % to woski, 10 % substancje lotne, 5 % pytek kwiatowy
a pozostate 5 % to rozne substancje organiczne i mineralne (6).

Badania dowodza, ze pszczoty wykazuja preferencje w wyborze
surowca do produkcji propolisu. Propolis strefy umiarkowanej jest
wytwarzany przede wszystkim z wydzieliny paczkdéw topoli Populus sp. przy
czym w Bulgarii, Wloszech, Szwajcarii moze to by¢ Populus nigra (7,8,9)
w Albanii Populus canadensis (10) a w Kanadzie Populus deltoides, Populus
fremonti lub Populus maximowiczii (11). Charakterystyczny dla topoli profil
zwigzkdw stwierdzono rowniez w probkach propolisu z potudniowej Brazylii,
Urugwaju, Wenezueli (6,13,14,18). W krajach o klimacie tropikalnym
pszczoty wykorzystujg inne zrodta. Podstawowym surowcem do produkeji
propolisu brazylijskiego jest Baccharis dracunculifolia (6,12,15,16,17) oraz
Hyptis divaricata (6,12) ale wskazuje si¢ rowniez inne ro$liny takie jak
Araucaria heterophylia, Clusia major 1 Clusia minor (6).

Pochodzenie propolisu z tych samych ro$lin nie gwarantuje jednak
takiego samego sktadu chemicznego. Okazato si¢, ze wydzieliny z pgczkdéw
Topoli czarnej z rejonéw Bulgarii 1 Albanii rdéznig si¢ w sposob istotny
zaré6wno pod wzgledem jakosciowym jak 1 ilo§ciowym (10). Propolis z topoli
zawiera w swoim skladzie flawonoidy (pinocembryna, pinobanksyna, octan
pinobanksyny, galangina), kwasy fenolowe (przede wszystkim kwas
kawowy) oraz ich estry.

Zwigzki chemiczne wystepujace w najwiekszych ilosciach w probkach

propolisu europejskiego to:



- flawonoidy (kwercetyna, kemferol, galangina, naringenina, chryzyna,
pochodne kwercetyny, pochodne naringeniny, pinobanksyna, octan
pinobanksyny) (7,8,18,19)

- kwasy fenolowe (kwas kawowy, p-kumarowy, 3-hydroksy cynamonowy,
benzoesowy, cynamonowy, ) (7,9,10,20)

- estry kwasow fenolowych (ester 3-metylo-3-butenylowy kwasu kawowego,
ester pentenylowy kwasu kawowego, ester 3-metylo-2-butenylowy kwasu
kawowego, ester benzylowy kwasu kawowego, ester fenyloetylowy kwasu
kawowego, ester 3-metylo-3-butenylowy kwasu ferulowego, ester 3-metylo-
2-butenylowy kwasu ferulowego, ester benzylowy kwasu trans
p-kumarowego, ester cynamonowy kwasu p-kumarowego (9,10,19).

We frakcji lotnej stwierdzono obecnos¢ takich zwigzkow jak: farnezol,
gwajol, dihydroeudesmol, neralidol, -bisabolen, ester fenyloetylowy kwasu
benzoesowego (21).

Sktad propolisu kanadyjskiego i propolisu z Nowej Zelandii wykazuje
profil zwigzkéw charakterystyczny dla topoli (pinocembryna, pinobanksyna,
octan pinobanksyny, galangina) (11,22). Propolis turecki rézni si¢
zawartos$cig w zalezno$ci od miejsca zbioru. W probkach z rejonow Kazan
stwierdzono obecnos¢ kwasu izopimarowego, pochodnych androstanu,
w rejonie Marmaris kwasy abietynowy, dihydroabietynowy, izomery kwasu
kawowego (23), w rejonach Bursa flawonoidy, kwasy aromatyczne 1 ich
estry, terpenoidy 1 ketony (24). W probkach propolisu chinskiego
zidentyfikowano akacetyng, izoramnetyng, apigening, pinocembryne, kwas
benzoesowy, pochodne benzaldehydu, kwas gallusowy, kawowy,
p-kumarowy, ferulowy, cynamonowy 1 waniling (16,25). Z propolisu
chilijskiego wyizolowano pinocembryng, akacetyng, galanging, izalping,
kemferyd, prenyleptyne¢ 1 charytepton oraz 17 innych zwigzkéw nalezacych
do grupy fenylopropanu, benzaldehydu, dihydrobenzofuranu i baznopiron

(26,27).
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Wiele prac naukowych dotyczyto skitadu propolisu brazylijskiego.
Najbardziej popularnym jest propolis o kolorze zielonym, ktorego zZrodiem
jest Baccharis dracunculifolia. Taki propolis jest charakterystyczny przede
wszystkim dla rejonéw potudniowo-wschodnich i1 zawiera w swoim sktadzie
nastgpujace zwigzki: prenylowe pochodne fenylopropanu, prenylowe
pochodne kwasu cynamonowego w tym znana ze swoich wlasciwosci
farmakologicznych  artepilina C  (kwas  4-hydroksy-3,5-diprenylo-
cynamonowy), estry prenylowych pochodnych kwasu cynamonowego (ester
allilowy  kwasu  3-prenylocynamonowego),  benzofurany, mono
1 seskwiterpeny (farnezol), diterpeny typu labdanu (kwas izokupresowy, kwas
agatowy), diterpeny typu klerodanu (kwas 13-symfioretikulowy), nielotne
seskwiterpeny (lakton dehydrokostusowy), kwas 3-prenylocynamonowy
(6,15,16).

W wodnych ekstraktach  z propolisu brazylijskiego stwierdzono
obecnos¢ pochodnych kwasu kawoilochinowego (16).

Skfadnikami obecnymi w propolisie brazylijskim sa roéwniez
flawonoidy (kemferyd, izosakuranetyna, kemferol, pochodne aromadendryny,
pochodne kemferolu (17,18,28)), kwasy fenolowe (kwas kawowy,
p-kumarowy, ferulowy, cynamonowy (17,28,29)). W probkach z rejonéw
potudniowych oznaczono znaczne ilosci 2,2-dimetylo-6-karboksyetylo-2H-1-
benzopironu oraz kwasu 6-propenowego-2,2-dimetylo-8-prenylo-2H-1-
benzopironu (28).

Ze zwigzkow niepolarnych w propolisie brazylijskim stwierdzono
kwasy tluszczowe o dtugosci tancuch od Cy; do Css 1 od Ci6 do Cys oraz
alkohole pierwszorzedowe o dtugosci tancucha od Cy do Cs;, (30).

W poéinocnych rejonach Brazylii wystepuje propolis czerwony, ktory
zawiera w swoim skladzie migdzy innymi: pochodne fenylopropanu

(metyloeugenol, trans metyloizoeugenol, trans anetol), alkohole triterpenowe
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(typu o 1 B-amyryny, lupeol), izoflawonoidy (izosatiwan, pterokarpan,

medikarpina), benzofenony (31).

1.2.2. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Przeciwbakteryjne dziatanie propolisu zostalo niejednokrotnie
udowodnione w licznych badaniach naukowych przy czym znacznie wigksza
aktywno$¢ stwierdzono wobec bakterii gram dodatnich niz gram ujemnych
(32,33,34,35). Propolis dziata silnie przeciwbakteryjnie w odniesieniu do
szczepow Staphylococcus aureus 1 bakterie z tego rodzaju sg najczesciej
stosowane w badaniach do oceny propolisu (36,37,38).

Propolis posiada aktywno$¢ przeciwbakteryjng ~ w stosunku do
patogenow powodujacych parodontoze zebow a wiec Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromanas gingivalis, Prevotella intermedia,
bakterii z rodzaju Fusobacterium (39,40), Prevotella nigrescens,
Porphyromonas gingivalis (40). Powstanie 1 rozw0j prochnicy wigze si¢
z obecnoscig na powierzchni zebow bakterii takich jak Streptococus mutans
i Streptococcus sanguinis. W eksperymentach naukowych propolis hamowat
wzrost powyzszych mikroorganizmow oraz aktywno$¢ bakteryjnej
glukozylotransferazy (41,42).

Propolis dziala przeciwbakteryjnie w stosunku do Helicobacter pylori,
bakterii odpowiedzialnej za wystgpowanie wrzodow zoladka oraz
Campylobacter jejuni i Campylobacter coli (43,44).

Sprzeczne doniesienia naukowe dotycza aktywnosci propolisu wobec
bakterii z rodzaju Salmonella, badanej in vitro 1 in vivo. W pierwszym
przypadku inkubowano etanolowy ekstrakt z propolisu w obecnos$ci szczepow
bakteryjnych Salmonella typhimurium i Salmonella entertidis. Stwierdzono
wyrazne zmniejszenie iloSci bakterii w czasie inkubacji oraz wykazano

dzialanie bakteriobdjcze po 24 godzinach. Jednoczesnie zastosowano 70 %
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etanol jako kontrole. Etanol wykazywat duzo mniejszy wptyw na obnizenie
liczy bakterii a po 24 godzinach inkubacji stwierdzono jego dziatanie
bakteriostatyczne na badane mikroorganizmy (45).

W drugim przypadku badano wplyw etanolowego wyciggu z propolisu
1 suchego propolisu na wystepowanie Salmonelli u drobiu. Badania wykazaty,
ze tylko w przypadku etanolowego ekstraktu z propolisu, podawanego na 48
godzin przed zakazeniem drobiu nastgpowato zahamowanie rozwoju bakterii.
Autorzy wnioskowali, Ze za dziatanie przeciwbakteryjne byt odpowiedzialny
etanol (43).

Badania naukowe dowodza duzej aktywnosci propolisu w stosunku do
bakterii z rodzaju Mycobactrium tuberculosis, Mycobacterium avium (46,47),
Staphylococcus epidermidis, Steptococcus salivarius, Streptococcus sorbinus
(42), Streptococcus piogenes (42,43,48), Hemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae (48), Bacillus subtilis (36). Stabsze
dziatanie propolisu zaobserwowano wobec Escherichia coli (32,33,34,35)
oraz Pseudomonas aeruginosa (33).

W prowadzonych eksperymentach naukowych propolis wykazywat
dziatanie synergistyczne do lekow przeciwgruzliczych (streptomycyna,
rifamycyna, izoniazyd) (47) oraz innych antybiotykow (np. chloramfenikol,
gentamycyna, wankomycyna, tetracyklina, klindamycyna, netilmycyna
(35,49,50).

Wiasciwosci  antybakteryjne  propolisu moga by¢ efektem
synergistycznego dziatania wielu zwigzkéw obecnych w propolisie (51,52).
W licznych eksperymentach szukano korelacji pomiedzy sktadem
chemicznym a aktywno$cig antybakteryjng. Z jednej strony badane probki
roznity si¢ sktadem chemicznym i aktywnoscig przeciwbakteryjng (37,38,53)
natomiast w innych przypadkach stwierdzano zblizong aktywnos$¢ probek

propolisu pomimo znacznych réznic w sktadzie chemicznym (54,55).
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Badano réwniez wplyw poszczegdlnych zwiazkoéw wystepujacych
w propolisie na jego aktywnos$¢ przeciwbakteryjng. Bardzo duza aktywnos¢
przeciwbakteryjng wobec Streptococcus mutants i Streptococcus sorbinus
wykazywal tt-farnezol oraz pinocembryna. Apigenina okazala si¢ zwigzkiem
najsilniej hamujacym bakteryjng glukozylotransferaze. Z propolisu
chilijskiego wyizolowano aldehyd koniferylowy, pochodng
dihydrobenzofuranu, acetyloviscidon o duzej aktywno$ci w stosunku do
bakterii z rodzaju Mycobacterium (46). Aktywno$¢ wobec Helicobacter
pylorii stwierdzono w przypadku kwasu p-kumarowego, artepiliny C, kwasu
3-prenylo-4-dihydrocynamylocynamonowego.  Izolowany z  propolisu
kubanskiego, poliizoprenylowany banzofenon posiadat znaczacg aktywnosé
przeciwbakteryjng 1 przeciwgrzybiczng (43).

Najczesciej badano aktywnos¢ etanolowego ekstraktu z propolisu ale

badano rowniez ekstrakt wodny 1 frakcje lotne (54,56).

1.2.3. Aktywnos¢ przeciwgrzybiczna

Aktywno$¢ przeciwgrzybiczng propolisu stwierdzono w licznych
badaniach naukowych.

Najczesciej prowadzone byly badania nad aktywnoscig propolisu
w odniesieniu do grzybow z rodzaju Candida (35,37,52,55). Etanolowy
ekstrakt z propolisu skutecznie hamowat wzrost C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. guiliermondi w st¢zeniu ponizej 5 % (52).

Wykazano rowniez wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybicza propolisu
wobec 12 szczepdw Candida albicans wyizolowanych od chorych na AIDS.
Aktywnos¢ 20% etanolowego ekstraktu propolisowego byta poréwnywalna
z aktywnoscig nystatyny 1 wyzsza od innych lekow takich jak clotrimazol,
euconazol, fluconazol, wobec ktorych wystepuje lekooporno$¢ co sugeruje

zastosowanie propolisu jako leku alternatywnego w leczeniu kandidiozy
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u pacjentow HIV-pozytywnych (57). Propolis dziata rowniez synergistyczne
do lekéw przeciwgrzybicznych (35,53) 1 moglby mie¢ zastosowanie jako
srodek wspomagajacy leczenie grzybic.

Przeciwgrzybicza aktywno$¢ propolisu wykazano ponadto wobec
innych grzybow takich jak Dermatophyta (38,47), Trichophyton,
Mycosporum (52), Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Penicilium
chrysogeum, Trichoderma viride (56) oraz Trichophyton verucosum (52).
W prowadzonych badaniach zaobserwowano hamujacy wptyw propolisu na
produkcje konidi rozrodczych i1 aflatoksyn przez Aspergillus flawus (58).

Niewatpliwie dziatanie przeciwgrzybiczne propolisu zalezy od jego
sktadu chemicznego przy czym probki propolisu z réznych stron $§wiata,
niejednorodne pod wzgledem jakosciowym 1 iloSciowym wykazywaly
podobng aktywnos$¢ przeciwgrzybicza (55). Ze zwigzkéw obecnych
w propolisie wlasciwos$ci przeciwgrzybiczne moze wykazywac pinocembryna
(19).

Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza oznaczana byla réznymi metodami
jednakze wykazano, Zze najodpowiedniejszg 1 najbardziej obiektywng metoda
jest metoda rozcienczenia w agarze (59). Obecne w propolisie zwigzki
o matej polarnos$ci stabo dyfunduja do agaru, stad metoda dyfuzji w zelu nie

jest odpowiednia do zastosowania w badaniach propolisu.

1.2.4. Aktywnos¢ przeciwwirusowa

Propolis  jest znany réwniez ze  swoich  wlasciwosci
przeciwwirusowych. Stwierdzono aktywno$¢ propolisu wobec wiruséw grypy
typu A, B (52) 1 wirusa Avion (43), reovirusOw, wirusow wywolujgcym
zakazenie torebki Bursa (37), wirusa Vaccinia, wirusa wywotujacego
chorob¢ Newcastle, wirusa Herpes simplex oraz wirusa polio (52).

W mniejszym stopniu propolis hamowat rozwdj adenowirusa oraz wirusa
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Vesicular stomatitis (52). W badaniach klinicznych prowadzonych na grupie
0s0b zarazonych wirusem Herpes typu 2 zaobserwowano, ze proces
zdrowienia postepuje szybciej w grupie leczonej propolisem niz w grupie
leczonej acyclovirem 1 placebo (60). Badano rowniez aktywno$¢ propolisu
wobec wirusa HIV-1. Propolis hamowat ekspresje wirusa w sposéb zalezny
od dawki (61).

Mechanizm dziatania propolisu moze by¢ zwigzany z hamowaniem
wnikania wirusa do komoérek gospodarza (61), namnazania wirusa oraz
tworzenia otoczki wirusowej (52).

Z propolisu brazylijskiego wyizolowano kwas moronowy o silnych
wlasciwosciach anty-HIV (62). Sposrdéd innych skladnikéw propolisu
wlasciwosci przeciwwirusowe posiadajg flawonoidy 1 estry kwasow
aromatycznych a w szczegdlnosci kwas kawowy, ester izopentylowy kwasu

ferulowego oraz ester 3-metylo-2-butenylowy kwasu kawowego (52).

1.2.5. Wlasciwosci antyoksydacyjne

Wolne rodniki to atomy lub czasteczki, ktore pozbawione jednego albo
wiece] elektronow daza za wszelkg ceng do ich uzupetnienia, pobierajac je
z czasteczek zwigzkéw znajdujacych si¢ najblizej w  komorkach.
Blyskawicznie wchodzg w reakcje ze zwigzkami chemicznymi i zabierajg
potrzebny elektron. Powoduje to uszkodzenia bialek, tluszczow 1 kwasow
nukleinowych zdrowych komorek a takze zmniejszenie zasobow tlenowych.

W organizmie najwigcej wolnych rodnikéw powstaje podczas procesu
metabolizmu tlenu. Nazywane sg one toksycznymi metabolitami tlenu albo
jego reaktywnymi formami. Powstaja podczas fizjologicznych procesow
w komorce. U zdrowego cztowieka okoto 5% tlenu przeksztatca si¢ w wolne
rodniki. Mogg si¢ one takze tworzy¢ w sytuacjach niefizjologicznych, a wiec

podczas  niedotlenienia, na  skutek napromieniania = promieniami
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ultrafioletowymi, opalania si¢, palenia papieroséw, spozywania niektorych
substancji chemicznych czy lekow wywolujacych tzw. procesy nadtleniania
(oksydacyjne). Poteznym generatorem wolnych rodnikow sg takze spaliny
wydobywajace si¢ z rur wydechowych samochodéw.

Organizm cztowieka reaguje na powstajgce wolne rodniki 1 reaktywne
formy tlenu aktywujac mechanizmy antyoksydacyjne do ktérych naleza:
enzymy (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydazy), zwigzki
chemiczne, ktore reaguja z wolnymi rodnikami wygaszajac kaskade reakcji
wolnorodnikowych (B-karoten, kwas askorbinowy, oa—tokoferol, kwas
MOCZOWY).

Zaburzenie  roOwnowagi  peroksydacyjno-antyoksydacyjnej  jest
przyczyng wielu chordb cywilizacyjnych jak choroby uktadu krazenia,
miazdzyca, cukrzyca, nowotwory.

Wiasciwosci antyoksydacyjne propolisu zostaty wykazane w licznych
eksperymentach naukowych, w ktorych badano zaréwno zdolnos$¢ do reakcji
z wolnymi rodnikami jak rowniez wptyw propolisu na utlenianie zwigzkow
organicznych oraz na procesy prowadzace do powstawania wolnych
rodnikow.

Stwierdzono, ze propolis posiada zdolno$ci zmiatania wolnych
rodnikow w reakcji ze stabilnym rodnikiem 1,1-difenylo-2-pikrylo-
hydrazylowym (DPPH) (43,63,64,65). Ze wzgledu na niesparowany elektron
badany zwiazek wykazuje silng absorbancje w zakresie §wiatta widzialnego
1 intensywny fioletowy kolor (517 nm). Po sparowaniu elektronu zachodzi
proces odbarwiania roztworu 1 spadek absorbacji w  stosunku
stechiometrycznym do ilo$ci pobranych elektronow.

Wykazano roéwniez aktywno$¢ propolisu wobec nadtlenku alkilowego,
ktory posiada dziatanie bakteriobdjcze. Dodanie propolisu do mieszaniny

reakcyjnej powodowato w konsekwencji wzrost bakterii na ptytkach (36).
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Propolis wptywa hamujaco na proces utleniania kwasow tluszczowych,
gtownych komponentéw bton komdérkowych. Kwas linolowy poddawany byt
procesom autooksydacji poprzez zadziatanie wysoka temperaturg badz
promieniowaniem ultrafioletowym w obecno$ci nadtlenku wodoru (65,66,67).
Badano produkty utlenienia tzw. substancje reagujace z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) (67), poziom zredukowanego pod wptywem
nadtlenkéw lipidow zelaza (reakcja barwna 2z tiocyjankiem) (68),
zredukowang forme¢ [-karotenu (odbarwienie roztworu) (65). Proces
autooksydacji  kwasow  tluszczowych (kwas linolowy, linolenowy,
arachidonowy) prowadzi do powstania endo- 1 wodoronadtlenkow.
Wykazano, ze propolis dziata hamujaco na powstawanie obydwu
nadtlenkow (66). Wodoronadtlenki oznaczane byly z zastosowaniem uktadu
hemoglobina-blekit metylenu a endo-nadtlenki przy wykorzystaniu kwasu
tiobarbiturowego, kwasu tiobarbiturowego i Fe** oraz metody LPO-586.

Badano rowniez wplyw propolisu na peroksydacje lipidow
w mikrosomach watrobowych szczura zalezng od uktadu Fe**-ADP/kwas
askorbinowy i ukladu Fe’*'-ADP/NADPH. Propolis w sposob zalezny od
dawki hamowat utlenianie kwasow ttuszczowych (66).

Propolis wptywa rowniez na powstawanie wolnych rodnikow.
Wykazano jego dzialanie hamujace na oksydaze ksantynowa, ktora utlenia
ksantyny do kwasu moczowego (67). Proces ten jest gtownym zrodiem
anionu ponadtlenkowego.

Wiasciwosci antyoksydacyjne propolisu zwigzane sg z obecno$cig
w jego sktadzie licznych zwigzkow fenolowych. Stwierdzono liniowa
zalezno$¢ pomiedzy catkowita  zawartoscig polifenoli 1 flawonoidow
w badanych probkach propolisu a aktywno$cig antyoksydacyjng (36,65).
7 posrod zwigzkow fenolowych wystepujacych w propolisie wysoka
aktywnos$¢ antyoksydacyjng wykazuje kwas kawowy (65), estry kwasow

fenolowych w tym ester fenyloetylowy kwasu kawowego (65,67), ester
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cynamonowy kwasu kawowego(65), ester benzylowy kwasu kawowego (65),
flawonoidy (galangina (67), kemferol, kwercetyna (65)), pochodne kwasu
kawowoilochinowego (43), propol (43), artepilina C (65,69), kwas 3-(3.,4-
dihydroksy-5-prenylofenylo-2-(E)-propenowy  (43).  Probki  propolisu
z 16znych stron $wiata charakteryzowaly si¢ odmienng aktywnos$cia
antyoksydacyjng (65). Niejednokrotnie badane probki propolisu posiadaly
aktywno$¢ wigkszg niz znane antyoksydanty jak witamina C i a-tokoferol
(36,43).

Ponadto stwierdzono r6zng aktywno$¢ antyoksydacyjng tych samych
probek w zaleznosci od rozpuszczalnika. Wodne ekstrakty propolisu
brazylijskiego posiadaty wigksza aktywno$¢ niz metanolowe natomiast
metanolowe ekstrakty z propolisu holenderskiego charakteryzowaly sie¢

wiekszg aktywnos$cig niz ekstrakty wodne (43).

1.2.6. Dzialanie przeciwzapalne

Propolis wykazuje rdéznokierunkowe dziatanie przeciwzapalne.
Podawanie etanolowego lub wodnego ekstraktu z propolisu powodowato
zahamowanie ostrego lub przewlektego procesu zapalnego (43,70,71).

Istotne znaczenie ma wptyw propolisu na szlak metaboliczny kwasu
arachidonowego. Wykazano zalezne od dawki, = hamujace dzialanie
etanolowego ekstraktu z propolisu na aktywno$¢ cylooksygenazy COX 1
1 COX 2 (72) oraz lipooksygenazy (73). Efektem dzialania propolisu byta
mierzona zmiana Ww stezeniu prostaglandyny E, lub prostaglandyn
1 leukotriendéw in vitro 1 in vivo. Badano réwniez wptyw poszczegdlnych
sktadnikow propolisu na aktywno$¢ obydwu enzyméw. Stwierdzono silne
dziatanie hamujace estru fenyloetylowego kwasu kawowego na aktywnos¢
kluczowych enzyméw szlaku metabolicznego kwasu arachidonowego oraz

stabe dziatanie galanginy na aktywno$¢ cyklooksygenazy (72,73).
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Ogromne znaczenie w powstawaniu 1 rozprzestrzenianiu si¢ procesu
zapalnego posiada interleukina 1 oraz tlenek azotu 1 jego metabolity.
Wykazano hamujacy wptyw propolisu na produkcje IL1B 1 NO poprzez
hamowanie ekspresji mRNA IL1p oraz syntazy tlenku azotu (74,75).
Stwierdzono rowniez bezposrednie dziatanie propolisu na aktywno$¢
katalityczng syntazy NO (75). Sposrod zwigzkdéw obecnych w propolisie na
ekspresj¢ mRNA badanych substancji wplywatly: chryzyna, galangina,
kemferol oraz kwercetyna, przy czym najwicksza aktywno$¢ obserwowano
w przypadku kwercetyny (74). W badaniach naukowych wykazano rowniez
hamujace dziatanie propolisu na aktywno$¢ mieloperoksydazy, oksydazy

NADPH, dekarboksylazy ornityny oraz hialuronidazy (76).

1.2.7. Dzialanie hepatoprotekcyjne

Badania wtasciwosci hepatoprotekcyjnych propolisu prowadzone byty
w warunkach in vitro 1 in vivo na liniach komorkowych hepatocytow.
Zarowno ekstrakty wodne jak alkoholowe z propolisu wykazuja wtasciwosci
hapatoprotekcyjne. Jako czynniki uszkadzajagce watrobe stosowano
aminofenazon,  czterochlorek  wegla,  etanol, galaktozoaming
1 lipopolisacharyd (4,43,77). Podawanie propolisu powodowato obnizenie
poziomu enzymoOw watrobowych, triacylogliceroli w surowicy krwi oraz
zmniejszenie stopnia uszkodzenia komorek obserwowane w mikroskopie
elektronowym.

Z wodnego ekstraktu propolisu brazylijskiego wyizolowano pochodne
kwasu kawoilochinowego o silnych wlasciwosciach hepatoprotekcyjnych
przy czym najsilniej dziatal ester metylowy kwasu 3,4-di-O-
kawoilochinowego. Z posrod innych zwigzkéw obecnych w propolisie
wlasciwosci hepatoprotakcyjne wykazywaty: 3,5,7-trihydroksy-
4 metoksyflawanol, betuletol, kemferyd, diterpeny typu labdanu, benzofurany



20

A 1 B (43). Poniewaz uszkodzenia watroby sa skutkiem uszkodzenia blony
komoérkowej hepatocytow na skutek dziatania wolnych rodnikéw, zmiatanie
wolnych rodnikéw ogrywa istotng role w dziataniu hepatoprotekcyjnym. Jest
to prawdopodobnie jeden z mechanizmow protekcyjnego dziatania propolisu

na komorki watrobowe.

1.2.8. Dzialanie przeciwnowotworowe

Dziatanie cytotoksyczne 1 przeciwnowotworowe propolisu zostato
potwierdzone w licznych eksperymentach naukowych z uzyciem réznych linii
komorek nowotworowych (43,78).

Mechanizm dziatania propolisu jest wielokierunkowy 1 obejmuje
wplyw propolisu na uktad immunologiczny, cytotoksycznos¢ wobec komorek
nowotworowych, indukowanie apoptozy i nekrozy (79) oraz hamowanie
uszkodzen oksydacyjnych (80). Myszom zainfekowanym komorkami
nowotworowymi podawano 5-fluorouracyl sam i w kombinacji z wodnym
ekstraktem z propolisu. Zaobserwowano, ze w przypadku réwnoczesnego
podawania propolisu nie wystepuje leukopenia co zwigzane jest z wptywem
propolisu na uktad immunologiczny (43).

Sposrod sktadnikow propolisu dwa zidentyfikowano jako zwigzki
o duzej aktywnosci przeciwnowotworowej: artepiling C 1 ester fenyloetylowy
kwasu kawowego. Artepilina C indukuje apoptoze poprzez dzialanie na
fragmentacje DNA oraz aktywuje uklad immunologiczny. Dziata silniej niz
S5-fluorouracyl (43). Ester fenyloetylowy kwas kawowego, podobnie jak
artepilina C, indukuje apopotoze i fragmentacj¢ DNA (43,81). Stwierdzono
rowniez, ze hamuje aktywacj¢ NF-xB przez TNF (82). Dziatanie
przeciwnowotworowe wykazywaty roéwniez takie zwiazki jak: kwas kawowy,
kwercetyna (79) oraz wyizolowany z propolisu brazylijskiego diterpen typu
klerodanu (43)
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1.3. Dzialania niepozadane

Pierwsze przypadki alergii na propolis stwierdzono u pszczelarzy (83).
W ciagu ostatnich lat obserwuje si¢ wzrost czestosci wystepowania alergii co
wynika ze zwigkszonego zainteresowania propolisem 1 jego preparatami
(78,79,80,81,82). W badaniach klinicznych prowadzonych wérdéd pacjentow
hospitalizowanych (7483) w latach 1981-1987 liczba przypadkéw alergii
kontaktowej wynosit od 1,2 % do 3,3 % podczas gdy liczba przypadkéw
alergii kontaktowej wsrod zdrowych ochotnikoéw wynosita 0,64 %. Alergia
stwierdzana byla na podstawie testow skornych z zastosowaniem 5 %
etanolowego ekstraktu propolisowego (88). Wsrdd pacjentow z zapaleniem
skory liczba pacjentow wrazliwych na propolis wynosita od 1,2 % do 6,6 %
(87).

Alergia skérna jest najczesciej obserwowang alergia i wystepuje na
skutek miejscowego stosowania preparatow z propolisem (masci, kremow).
Charakteryzuje si¢ ona obecno$cia miejscowych ognisk zapalnych
1 uogolnionych zmian wypryskowych. Wyjatkowo towarzysza temu objawy
ogolne takie jak goraczka, bole glowy, pokrzywka 1 dychawica oskrzelowa
(85). Wystepowanie alergii stwierdzono réwniez po podaniu preparatow
doustnych w postaci tabletek, pasty do zeboéw, ptyndw do ptukania jamy
ustnej. U pacjentow obserwowano alergiczne zapalenia zotadka, dusznosci,
obrzgk warg, zapalenie warg itp. (87).

Badania wykazaty, ze za dziatanie uczulajace propolisu odpowiedzialne
sg przede wszystkim estry kwasu kawowego w tym ester 3-metylo-2-
butenylowy (1,1-dimetyloallilowy) kwasu kawowego oraz fenyloetylowy
kwasu kawowego (83,84,87,88,98). Sposrod innych zwiazkow obecnych
w propolisie dzialanie uczulajace wykazuja: ester benzylowy kwasu

izoferulowego, ester benzylowy kwasu kawowego (89), ester benzylowy
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kwasu salicylowego (83,87). Flawonoidy wykazuja stabe wlasciwosci
uczulajace (87).

Stwierdzono, ze stosowanie preparatOow propolisowych w celach
leczniczych powoduje czgsto nadwrazliwos$¢ a takze alergie krzyzowa badz
pseudo-krzyzowa na niektore produkty roslinne. Najczesciej obserwowano
wspotistniejgcg alergie na takie alergeny jak: Balsam Peruwianski, olejek
gozdzikowy, eugenol, olejek sosnowy, kolendrowy, cynamonowy, migtowy,
szatwiowy. Badania poréwnawcze sktadu chemicznego wykazaty obecnos$ci
wspolnych sktadnikow propolisu 1 balsamu peruwianskiego takich jak:
benzoesan benzylu, cynamonian cynamylu, cynamonian benzylu 1 wanilina
(85). Wedtug niektérych autoréw alergia na propolis moze mie¢ charakter
wtorny na skutek stosowania innych substancji w tym balsamu
peruwianskiego (86).

Wiasciwosci uczulajace badanych alergenéw sa prawdopodobnie
zwigzane z tancuchem alkilowym (im dluzszy tym wigksze wilasciwosci
alergizujace) oraz z obecnoscig 2 grup hydroksylowych w pierscieniu
aromatycznym (w organizmie dochodzi do utlenienia do reaktywnych

rodnikow, ktore reaguja z biatkami funkcjonalnymi 1 strukturalnymi) (83,89).
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2. CEL I ZALOZENIA PRACY

Propolis stat si¢ obiektem szerokiego zainteresowania tak ze strony
badaczy jak i konsumentéw. Na rynku pojawilo si¢ w ostatnich latach
ogromne zapotrzebowanie na produkty pszczele. Jednocze$nie stowo propolis
nie oznacza surowca o powtarzalnym sktadzie chemicznym a co za tym idzie
wlasciwosciach fizykochemicznych 1 farmakologicznych. Istnieje zatem
potrzeba ustalenia kryteridw oceny, ktore gwarantowatyby wtasciwa jakos¢
1 bezpieczenstwo stosowania preparatow zawierajacych propolis.

Do podstawowych surowcow uzywanych w produkcji farmaceutycznej
1 spozywcze] nalezy koncentrat propolisowy 1 nalewka propolisowa dla
ktorych glownym kryterium oceny ich przydatnosci jest aktywnos¢
przeciwbakteryjna. Brak jest natomiast danych dotyczacych sktadu
produktow w odniesieniu do wspomnianej aktywnosci biologiczne;.

Majac na uwadze powyzszy problem w niniejszej rozprawie podjeto
proby okreslenia sktadu chemicznego ekstraktow propolisowych, ktore
stanowig surowiec uzywany do wytwarzania produktow farmaceutycznych

1 kosmetycznych. Postanowiono zatem:

1. Opracowa¢ warunki identyfikacji 1 oznaczenia wybranych sktadnikow

propolisu, wystepujacych w koncentratach i nalewkach propolisowych

2. Ustali¢ kryteria oceny badanych produktow w zakresie tozsamosci,

czystos$ci 1 zawartos$ci.

3. Dokona¢ oceny aktywnosci biologiczne] oraz antyoksydacyjnej
w odniesieniu do zidentyfikowanych 1 oznaczonych skladnikow

w koncentratach 1 nalewkach propolisowych
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W szczegdlowym zakresie prowadzone badania obejmuja:

e opracowanie 1 walidacje metod analitycznych przydatnych do
oznaczania sktadnikéw w produktach propolisowych

e okreslenie charakterystycznego ,fingerprintu” produktow
propolisowych pochodzacych z roznych obszarow Polski

e identyfikacje i oznaczenie sktadnikow w ekstraktach propolisowych

e analiz¢ zwigzkoéw o dziataniu niepozadanym (metale cigzkie, zwigzki
o dziataniu alergizujacym)

® ocene aktywnosci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybicznej

1 antyoksydacyjnej

Praca doktorska obok warto$ci naukowej obejmujacej zakres nowych
opracowan metodycznych oraz analizy jakosciowej i ilosciowej sktadnikow
w ekstraktach propolisowych posiada takze warto$¢ praktyczng ujmujaca
problemy przy produkcji 1 kontroli surowcéw a takze wyrobow gotowych

w Przedsiebiorstwie Pszczelarsko-Farmaceutycznym ,,Apipol-Farma”.

Wyniki w prezentowanej rozprawie byly czesciowo przedmiotem:

a) publikacji

1. Krzek J., Kaleta J., Hubicka U, NiedzwiedZz A.: Reversed-Phase high-
performance liquid chromatography determination of selected phenolic acids

in propolis concentrates in terms of standardization for drug manufacturing

purposes. J.L AOAC Int. 2006, 89, 2, 352-358

2. Krzek J., Hubicka U., Kaleta J. Niedzwiedz A: Evaluation of Densitometric
TLC for Quantitative Analysis of Selected Phenolic Acids for Standardization
of Propolis Concentrates. — J. Plan. Chromatogr. 2006, 19, 449-453.
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b) doniesienia
Kaleta J., Sodzawiczny K.: Analiza propolisu w aspekcie jego standaryzacji.

XX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. Katowice

25-28 wrzesnia, 2007: streszczenie T.1 s. 345, abstr. S.12.K-3

c) plakatu

1. Krzek J., Kaleta J., Hubicka U, Niedzwiedz A.: Oznaczanie poziomu
wolnych kwasow fenolowych w koncentratach propolisu w odniesieniu do
aktywnosci mikrobiologicznej w aspekcie jego standaryzacji. XIX Naukowy
Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego: Farmacja - tradycja
1 nowoczesnos¢, Wroclaw, 22-24 wrzesnia, 2004: streszczenia T. 1 s. 301,

abstr. SIX-P00S.

2. Kowalcze E., Kaleta J., Sodzawiczny K.: Przeciwdrobnoustrojowe
dziatanie propolisu na przyktadzie Staphylococcus aureus i Candida albicans.
XX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. Katowice

25-28 wrzesnia, 2007: streszczenie T.1 s. 378, abstr. S.12.P-29


http://www.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/Expertus/expert3w.cgi?KAT=d%3A%5CExpertus_DB%5Cpar%5Ck%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XIX+Naukowy+Zjazd+Polskiego+Towarzystwa+Farmaceutycznego+%3A+Farmacja+-+tradycja
http://www.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/Expertus/expert3w.cgi?KAT=d%3A%5CExpertus_DB%5Cpar%5Ck%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XIX+Naukowy+Zjazd+Polskiego+Towarzystwa+Farmaceutycznego+%3A+Farmacja+-+tradycja
http://www.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/Expertus/expert3w.cgi?KAT=d%3A%5CExpertus_DB%5Cpar%5Ck%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XIX+Naukowy+Zjazd+Polskiego+Towarzystwa+Farmaceutycznego+%3A+Farmacja+-+tradycja
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3. APARATURA, SPRZET LABORATORYJINY, ODCZYNNIKI
I SUBSTANCJE WZORCOWE

Analizy chromatograficzne

a) aparatura

- chromatograf do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (interface
D-7000, autosampler L-7200, pompa 7100, detektor DAD L-7455,
termostat L-7350 z Modutem Peltier), Merck, Niemcy,

- kolumna LiChrospher 100 RP-18e (5 um), Merck, Niemcy,

- kolumna ekstrakcyjna LiChrolut RP-18, (500 mg), nr kat. 102023.0001
Merck, Niemcy,

- wagosuszarka Metler Toledo, Szwajcaria,

- zestaw do ekstrakcji do fazy statej (SPE), Baker, Niemcy

- pH-metr 225, Mettler Toledo, Szwajcaria,

- waga analityczna AX 205, Mettler Toledo, Szwajcaria,

- zel krzemionkowy 60, 70-230 mesh, Merck, Niemcy

- kolumna szklana o wymiarach 300mm*20mm

- kolumna Purospher STAR 100 RP-18e (5 um), Merck, Niemcy,

- chromatograf gazowy 5890 seria II, Hewlett Packard, USA

- detector masowy 5989A z analizatorem kwadrupolowym, Hewlett Packard

- kolumna:- Macherry Nagel, OPTIMA, delta 3 (30,0 m x 0,25 mm 1.d. x
0,25 um grubo$¢ warstwy)

- waga analityczna Sartorius, Szwajcaria,

- faznia wodna, Grant, Anglia

- spektrofotometr UV320, Unicam, Anglia

- komora chromatograficzna pionowa, Chromdes, Polska

- ptytki pokryte zelem krzemionkowym GF»s4, Merck, Niemcy
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b) odczynniki

- metanol, acetonitryl o czystosci gradientowej oraz woda czystosci HPLC,
Merck, Niemcy

- jednowodny diwodorofosforan(V)sodu (NaH,PO4*H,0), POCH, Gliwice,
Polska

- wodoroweglan sodu (NaHCOs3), POCH, Gliwice, Polska

- 25 % kwas solny (HCI), POCH, Gliwice, Polska

- 96 % alkohol etylowy, POCH, Gliwice, Polska

- heksan, Merck, Niemcy

- metanol, Merck, Niemcy

- octan etylu, POCH, Gliwice, Polska

- toluen, Merck, Niemcy

- kwas octowy, POCH, Gliwice, Polska

- 96% kwas siarkowy (H2SO.), Merck, Niemcy

- wanilina, POCH, Polska

- 1% roztwér waniliny w kwasie stezonym (1 g waniliny rozpuszczono w 54
ml kwasu siarkowego)

- 98% kwas mréwkowy, POCH, Gliwice, Polska

- kwas octowy cz.d.a., POCH, Gliwice, Polska

- chlorek glinu (AICls), Merck, Niemcy

- aceton, POCH, Gliwice, Polska

- BSTFA (N,O-bis-trimetylosilylo-trifluoroacetamid) z 1% TMCS
(trimetylochlorosilan), Pierce, USA

- pirydyna, Pierce, USA

- 65 % kwas azotowy (HNOs), POCH, Gliwice

¢) substancje wzorcowe
- kwas kawowy (nr kat. 60018), Sigma- Aldrich, USA
- kwas ferulowy (nr kat. 46278), Sigma- Aldrich, USA



- kwas p-kumarowy (nr kat. 9906.1), Roth, Niemcy

- kwas benzoeswy, (nr kat. 4-7849), Supelco, USA

- kwas wanilinowy, (nr kat. 94770), Sigma- Aldrich, USA

- kwas cynamonowy (nr kat. 96340), Sigma- Aldrich, USA

- galangina (nr kat. 11148S), Extrasynthese, Francja

- pinocembryna (nr kat. 1162), Extrasynthese, Francja

- naringenina (nr kat. 1128S), Extrasynthese, Francja

- kemferol, (nr kat. 1124S), Extrasynthese, Francja

- kemferyd, (nr kat. 1123S), Extrasynthese, Francja

- chryzyna (nr kat. 1114S), Extrasynthese, Francja

- pinobanksyna, pof. Wollenweber, Technische Universitdt, Darmschtadt

- octan pinobanksyny, pof. Wollenweber, Technische Universitit,
Darmschtadt

- kwercetyna (nr kat. 83370), Sigma- Aldrich, USA

- akacetyna (nr kat. 1101S), Extrasynthese, Francja

- ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego, pof. Wollenweber,
Technische Universitit, Darmschtadt

- ester fenyloetylowy kwasu kawowego, (nr kat. C8221), Sigma- Aldrich,
USA

Analizy mikrobiologiczne

a) aparatura

- densytometr Densimat, BioMérieux, Francja

- inkubator CWE-2, Termometol, Polska

- inkubator KB 53, Binder

- inkubator BD 115, Binder

- ptytki Petriego radiosterylne o $rednicy 55 mm, Merck, Niemcy

28
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b) odczynniki

- roztwor 0,85 % NaCl, nr kat: 20040 BioM¢érieux;

- NaCl, nr kat. 1.06404.1000, Merck, Niemcy

- bulion antybiotykowy (BA) nr kat. 105273.0500, Merck, Niemcy

- Agar- agar oczyszczony, bez inhibitorow, granulowany dla mikrobiologii,
nr kat: 101614.1000 Merck, Niemcy,

- podtoze BAA (odwazono 17,5 g bulionu BA oraz 15 g agaru
1 rozpuszczono w 1000 ml wody)

- agar Sabouraud, nr kat. 1.00918.0500, Merck, Niemcy,

- bulion antybiotykowy, nr kat. 1.05273.0500, Merck, Niemcy

- dimetylosulfotlenek

c) substancje wzorcowe

- szczep testowy Staphylococcus aureus ATCC 6538P do badania
aktywnosci antybiotykow, Merck, Niemcy (nr kat. PR MC 0827P)

- szczep testowy Candida albicans ATCC 10231, Merck, Niemcy
(nr kat PO443P)

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej

a) aparatura

- spektrofotometr UV320, Unicam,

b) odczynniki

- CuCl,, Sigma—Aldrich, USA

- neokuproina, Sigma—Aldrich, USA

- octan amonu, Merck, Niemcy

- 96 % alkohol etylowy, POCH, Polska
¢) substancje wzorcowe

- troloks, Sigma—Aldrich, USA
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4. METODYKA BADAN

4.1. Materialy do badan

Surowy kit pszczeli ze wzgledu na posta¢, obecno$¢ substancji
balastowych (woski, pytki) oraz zanieczyszczen mechanicznych (czesci ula,
fragmenty pszczol) nie jest bezposrednim surowcem do produkcji lekow.
Wstepna obrébka propolisu polega na ekstrakcji zwigzkow aktywnych
odpowiednim rozpuszczalnikiem organicznym, ktorym najczesciej jest
96 % etanol. Etanolowe ekstrakty propolisowe roznig si¢ zawartoscig
propolisu w przeliczeniu na suchg masg.

Przedmiot badania w niniejszej rozprawie stanowig standaryzowane
1 nie standaryzowane etanolowe ekstrakty propolisowe.

Standaryzowane etanolowe ekstrakty propolisowe, tak zwane
koncentraty propolisowe, s3g podstawowym surowcem stosowanym
w produkcji farmaceutycznej 1 spozywczej. Deklarowana — zawartos¢
propolisu w koncentratach wynosi powyzej 60 %. Przedstawione w rozprawie
doktorskiej wyniki badan dotycza probek koncentratow propolisowych
stosowanych w Przedsiebiorstwie Pszczelarsko-Farmaceutycznym ,,Apipol-
Farma”, uzywanych do produkcji lekéw 1 suplementoéw diety.

Nie standaryzowane etanolowe ekstrakty propolisowe to nalewki
propolisowe przygotowane w warunkach laboratoryjnych z kitéw pszczelich
pochodzacych od réznych dostawcoéw, z réznych stron Polski. Sporzadzone
nalewki propolisowe zawieraly do 9 % wyekstrahowanego propolisu.
Nalewki badano pod katem zawartosci zwigzkéw farmakologicznie czynnych
oraz w kierunku aktywnos$ci mikrobiologicznej i1 antyoksydacyjnej. Wyniki
odnoszone byly do zawarto$ci suchej masy 1 mozna je porownywac dla
wszystkich produktow propolisowych.

Zastosowanie nie standaryzowanego materialu pozwolitlo uzyskac

wiekszg réznorodnos¢ wynikoéw, ktore mozna bylo wzajemnie ze sobg
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korelowa¢. Miejsca pochodzenia kitu pszczelego z ktorego nastgpnie
wykonano nalewki propolisowe przedstawiono w tabeli 1 a sposob

przegotowania nalewek podano w punkcie 4.1.1.

4.1.1. Przygotowanie nalewek propolisowych do badan

Probki kitu rozdrobniono i ekstrahowano etanolem w stosunku 1:10
przez 24 godziny. Roztwor znad osadu zdekantowano a ekstrakcje
powtorzono dwukrotnie. Potaczone ekstrakty schtodzono w loddéwce do
temperatury +5° C w celu wytracenia woskOw i przesaczono przez bibule

filtracyjng oraz wate bawelniano-wiskozowa.

Tabela 1. Miejsce pochodzenia kitéw pszczelich, z ktéorych sporzadzono etanolowe

ekstrakty propolisowe
Numer nalewki Miejsce pochodzenia
1 Pszczela Wola
2 Wagrowiec
3 Z p6inocy Polski
4 Pita
5 Starogard
6 Gdansk
7 Zmin
8 Gronowo Elblaskie
9 Jasto
10 Ketrzyn
11 Jarostaw
12 Wagrowiec
13 Jegtownik
14 Jarostaw
15 Krakow
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4.2. Metody stosowane w badaniach

W prowadzonych badaniach stosowano rdézne metody analizy, ktore
dostosowano do potrzeb wlasnych w oparciu o przepisy farmakopealne oraz
opracowano nowe niezb¢dne do realizacji tematu pracy. W przypadku

nowych metod dokonano niezbednej walidacji.

4.2.1.0znaczanie skladnikow nieorganicznych metoda AAS

a) przygotowanie probki

Do teflonowych naczyn ci$nieniowych odwazono z doktadnoscig 0,1 mg
okoto 0,5 g probki, dodano 5,0 ml 65 % HNOs 1 pozostawiono na 24 godziny
w celu wstepnej mineralizacji. Mineralizacje prowadzono przy uzyciu
mineralizatora mikrofalowego. Roztwor po ochlodzeniu przeniesiono do

probowek 1 uzupetniono 65 % HNO; do 30,0 ml.

b) przygotowanie krzywej kalibracyjnej

Do oznaczenia zastosowano kalibracje wewnetrzng. W tym celu do 0,5 ml
probki dodano odpowiednig ilo$¢ roztworow wzorcowych jonow metali do
uzyskania stezenia 0,50, 0,25 1 0,15 mg/kg w przypadku Fe, Cu i1 Zn oraz od
0,048, 0,024 1 0,012 mg/kg dla oznaczenia jonéw metali ciezkich.

¢) wykonanie oznaczenia
Analize prowadzono przy uzyciu atomowego spektrometru absorpcyjnego.
Dla odpowiednich roztworow wzorcowych 1 prob badanych zawartosé

poszczegbdlnych metali w probkach odczytano z krzywych kalibracyjnych.
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4.2.2.0znaczanie kwasow fenolowych metoda HPLC

a) roztwory porownawcze

Odwazono 7,00 mg kwasu kawowego, 10,00 mg kwasu p-kumarowego
1 10,00 mg kwasu ferulowego z dokladnoscia 0,01 mg. Odwazki
rozpuszczono w 50,0 ml metanolu. Bezposrednio do oznaczen roztwory

rozcienczono metanolem w stosunku 1:10.

b) przygotowanie prébki do analizy HPLC

Ilos¢ etanolowego ekstraktu propolisowego odpowiadajacg 0,20 g suchej
masy odwazono z dokladno$cig 0,1 mg i rozcienczono metanolem do
objetosci 25,0 ml. Pobrano 1,0 ml roztworu 1 naniesiono na kolumneg
ekstrakcyjng LiChrolut RP 18 (SPE) uprzednio przemyta 2,0 ml metanolu. Do
elucji uzyto 3,0 ml mieszaniny ztozonej z buforu fosforanowego pH~3
1 acetonitrylu w stosunku 7:3. Zebrany eluat uzupetniono do objetosci 5,0 ml
metanolem 1 przesaczono przez sgczek membranowy o $rednicy 0,45 um. Dla

kazdej probki koncentratu przygotowano po trzy odwazki.

¢) warunki rozdziatu:

przeptyw 1,0 ml/minute

pomiar w punkcie A =320 nm

temperatura termostatu 25° C

faza ruchoma: A: 0,03 M NaH,PO4*H,0 (zakwaszony H;PO4 do pH=3,0)

B: acetonitryl

d) wykonanie oznaczenia
Wprowadzono na kolumng¢ po 20 ul roztworéw wzorcowych i badanych.
Elucje gradientowg prowadzono w warunkach jak nizej przy uzyciu fazy

ruchomej o skladzie:
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czas ( minuty ): A(%): B(%):
0,0 85 15
40 50 50
41 20 80
45 20 80
50 85 15

Powierzchnie pikow rejestrowano dla odpowiednich roztworow wykonujac
po dwa oznaczenia dla kazdej proby i1 przyjmujac za wynik warto$¢ srednig.
Zawarto$¢ kwasoéw fenolowych podano w procentach w przeliczeniu na suchg

mase¢ 0znaczong za pomocg wagosuszarki.

4.2.3. Oznaczenie flawonoidow metoda spektrofotometryczng

a) przygotowanie roztworow

e 2 % AlICl;

2g AICl3*6H,0 rozpuszczono w 100,0 ml 5 % roztworu kwasu octowego
w metanolu

® 5 % roztwor kwasu octowego w metanolu:

Odmierzono 9,6 ml 98 % kwasu octowego do kolbki miarowej o pojemnosci
200,0 ml 1 uzupeliono metanolem do kreski

® mieszanina I:

Zmieszano octanu etylu, kwas octowy 1 metanol w stosunku 40:3:57,

® mieszanina II:

Zmieszano kwas octowy 1 metanol w stosunku 3:57
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b) przygotowanie krzywej wzorcowe;j

Odwazono z doktadnoscig 0,1mg okoto 10,00 mg kwercetyny 1 rozpuszczono
w 100,0 ml metanolu. Do kolbek o objetosci 25,0 ml odmierzono kolejno:
0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 2,0 ml przygotowanego roztworu. Do kazdej kolby
dodano po 2,0 ml 2 % AICI; 1 uzupelniono mieszaning I do 25,0 ml. Po 45
minutach zmierzono absorbancje przy A=425 nm wobec  S$lepej

odczynnikowej (mieszanina I)

¢) wykonanie oznaczenia

Odwazono z doktadnoscig okoto 2,5 g nalewki propolisowej do kolby ze
szlifem o objetosci 100,0 ml. Dodano 20,0 ml acetonu, 5,0 ml 25 % HCI
i ogrzewano 30 minut na lazni wodnej w temperaturze ok. 60°C pod
chtodnicg zwrotng. Po ochlodzeniu zawarto$¢ kolby przesaczono do kolby
miarowe] o pojemnosci 100,0 ml. Saczek z osadem przeniesiono do kolby
destylacyjnej, dodano 20,0 ml acetonu i ponownie ogrzewano przez 15 min
pod chlodnicg zwrotng. Roztwor po ochtodzeniu, przesagczono do kolby na
100,0 ml kilkakrotnie przemywajac acetonem. Czynno$¢ powtdrzono
a nastgpnie polaczono wszystkie roztwory 1 uzupelniono acetonem do
objetosci 100,0 ml. Do rozdzielacza odmierzono 10,0 ml hydrolizatu, 15,0 ml
wody destylowanej 1 15,0 ml octanu etylu. Wytrzagsano przez 5 minut
a nastgpnie, po catkowitym rozdzieleniu warstw, warstwe organiczng
przeniesiono do kolby o pojemnosci 100,0 ml a warstwe wodng ekstrahowano
jeszcze dwa razy porcjami po 10,0 ml octanu etylu. Potaczone wyciagi
octanowe przemyto dwukrotnie 40,0 ml wody, przesaczono przez migkki
saczek do kolby miarowej o pojemnosci 50,0 ml 1 uzupeiniono octanem etylu
do podanej objetosci. Nastepnie odmierzono po 10,0 ml roztworu octanowego
do dwoch kolb o objetosci 25,0 ml. Do jednej z kolb dodano 2,0 ml 2 % AlCls

1 obie kolbki uzupetniono mieszaning II. Po 45 minutach wykonano pomiar
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absorbancji przy A=425 nm wobec S$lepej odczynnikowej (roztwdr bez

dodanego reagentu).

d) Obliczenie wynikoéw

Zawarto$¢ flawonoidéw wyliczono z ponizszego wzoru:

X=(b*100* 1250 *100)/a*p
gdzie:
X - zawarto$¢ flawonoidow w badanej probee [%],
a - masa probki wzigta do oznaczenia [mg];
b - zawartos¢ flawonoidéw odczytana z krzywej wzorcowej [mg/ml],

p — zawartos¢ propolisu w nalewce

4.2.4. Oznaczanie pinocembryny, galanginy, chryzyny, octanu

pinobanksyny oraz estrow kwasu kawowego metoda HPLC

a) przygotowanie roztwordw poréwnawczych

Odwazono z dokladnoscia 0,1 mg po 5 mg odpowiednich substancji
wzorcowych (chryzyny, galanginy, pinocembryny, octanu pinobanksyny)
oraz po 3,00 mg estru fenyloetylowego kwasu kawowego 1 estru
1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego 1 rozpuszczono w 10,0 ml
metanolu. Bezposrednio do oznaczen roztwory rozcienczono metanolem
w stosunku 1:20, 1:5 1 1:2. Wykreslono krzywe kalibracyjne zaleznosci pola

powierzchni od stgzenia.

b) przygotowanie probki
Odwazono kazdej z nalewek propolisowych w ilosci odpowiadajacej 0.4 g
suchej pozostatosci 1 rozcienczono metanolem do objetosci 25,0 ml. Pobrano

1,5 ml roztworu 1 wprowadzono na kolumne¢ ekstrakcyjng LiChrolut RP 18
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(500mg) uprzednio przemyta 2,0 ml metanolu. Do elucji uzyto 3,0 ml
metanolu. Zebrany eluat uzupetniono do objetosci 5,0 ml metanolem
1 przesaczono przez sgczek membranowy o $rednicy 0,45 um. Kazdg probke

przygotowano w trzech powtorzeniach.

c¢) warunki rozdziatu:

- przeptyw 1,0 ml/minute

- temperatura termostatu 25° C

- faza ruchoma: A: woda: kwas mrowkowy: acetonitryl (950ml:50ml:25ml)

B: metanol

d) wykonanie oznaczenia
Wprowadzono na kolumng¢ po 10 pl roztworow wzorcowych i badanych.
Elucje gradientowg prowadzono w warunkach jak nizej przy uzyciu fazy

ruchomej o sktadzie:

czas ( minuty ): A(%): B(%):
0,0 70 30
10 60 40
20 60 40
55 50 50
70 40 60
80 30 70
100 20 80
105 70 30

Pomiary prowadzono przy dtugosci fali A=267 nm dla galanginy, chryzyny,
pinocembryny, octanu pinobanksyny 1 320 nm dla estréw kwasu kawowego.

Zawarto$¢ badanych zwigzkdw oznaczono z krzywych wzorcowych.
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Wykonano po trzy oznaczenia dla kazdej proby przyjmujac za wynik warto$¢

srednig.

4.2.5. Analiza TLC etanolowych ekstraktow propolisowych

a) roztwory porownawcze

e flawonoidy o stezeniu 0,20 mg/ml (kwercetyna, galangina, akacetyna,
apigenina, chryzyna, pinocembryna, naringenina)

e kwasy fenolowe: kawowy o stezeniu 1,20 mg/ml, kwasu p-kumarowy

o stezeniu 3,70 mg/ml oraz kwas ferulowy o stezeniu 1,20 mg/ml

b) roztwory badane
Nalewke propolisowa odwazono w ilo$ci odpowiadajacej 0,20 g suchej masy

1 rozpuszczono w 4,0 ml metanolu.

c¢) wykonanie oznaczenia

Na plytki TLC pokryte zelem krzemionkowym GF;s4 o wymiarach 20 cm
x 20 cm nakladano po 20 ul roztworow badanych 1 30 ul roztworow
wzorcowych. Plytki kondycjonowano 15 minut w oparach fazy ruchome;j
a nastgpnie rozwijano chromatogram do wysokosci 15 cm stosujac fazg
ruchomg: toluen - octan etylu - kwas octowy (68:30:2). Chromatogramy
wysuszono na powietrzu, spryskano 1 % roztworem waniliny w 95 % kwasie
siarkowym 1 ogrzewano w temperaturze 100° C przez 5 minut. Identyfikacje
przeprowadzono przez pordwnanie odpowiednich plam roztworéw badanych

1 wzorcowych.
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4.2.6. Rozdzial chromatograficzny nalewek propolisowych

Opracowano 1 zoptymalizowano metod¢ rozdzialu nalewek
propolisowych na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym. W tym celu
do 4g zelu krzemionkowego dodano 20 ml nalewki i suszono 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Na kolumn¢ wypekiong zelem krzemionkowym
naktadano 1g tak przygotowanej probki. Rozdzial prowadzono w gradiencie
odczynnikow podanym w tabeli 2. Zbierano frakcje po 25 ml, ktore
odparowano do suchej masy w temperaturze pokojowej a nastgpnie zwazono
pozostato$¢ po odparowaniu. Frakcje od 1 do 8 rozpuszczono w octanie etylu

a frakcje 9 do 18 w metanolu.

Tabela 2. Sktad i gradient rozpuszczalnikow stosowanych w chromatografii kolumnowe;j

Skilad i gradient rozpuszczalnikow Frakcja
100 ml, 10% octanu etylu-90% heksan Frakcja 1
100 ml, 20% octanu etylu-80% heksan Frakcja 2

Frakcja 3
100 ml, 30% octanu etylu-70% heksan Frakcja 4
Frakcja 5
Frakcja 6
Frakcja 7
100 ml, 40% octanu etylu-60% heksan Frakcja 8
Frakcja 9
Frakcja 10
Frakcja 11
100 ml, 50% octanu etylu-50% heksan Frakcja 12
Frakcja 13
Frakcja 14
Frakcja 15
100 ml, octanu etylu Frakcja 16
100 ml, 50% octan etylu- 50% metanol Frakcja 17
100ml metanol Frakcja 18
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4.2.7. Analiza GC-MS frakcji propolisowych

a) przygotowanie roztworow porownawczych

Sporzadzono

roztwory

0 nastepujacym stezeniu:

- galangina:

- pinocembryna:
- naringenina:

- chryzyna:

- pinobanksyna:

- octan pinobanksyny :

- kwercetyna:

- akacetyna:

- kwas p-kumarowy:

- kwas cynamonowy:

- ester 1,1-dimetylollilowy kwasu kawowego:

substancji

- ester fenyloetylowy kwasu kawowego:

b) derywatyzacja probki

poréwnawczych

w

m=1,17 mg/ ml
m=1,03 mg/ ml
m=1,00 mg/ ml
m=1,00 mg/ ml
m=1,00 mg/ ml
m=1,00 mg/ ml
m=1,25 mg/ ml
m=0,97 mg/ ml
m=1,03 mg/ ml
m=1,20 mg/ ml
m=1,05 mg/ ml
m=1,20 mg/ ml

metanolu

100 pl kazdej probki odparowano w strumieniu azotu. Pozostato$¢

rozpuszczono w 20 pl pirydyny. Nastepnie do kazdej probki dodano 100 pl

BSTFA

(N,O-bis-trimetlosilylotrifluoroacetamid)  z 1%

(trimetylochlorosilan) i ogrzewano w 60°C przez 30 minut.

c) warunki analizy

e kalibracja

detektora

perfluorotributyloamina)

masowego:-

autone.U

(stosujac

® odciecie solwentu: - 4 minuta ( analiza bez derywatyzacji)

- 6,25 minuta (analiza po derywatyzacji)

TMCS

PFTBA:
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e zakres masowy:  -40— 550 ( dla probek bez derywatyzacji)
- 40 — 750 (probki po derywatyzacji)
e temperatura zrodta: 200° C
e temperatura kwadropolu 100° C
® gaz: - hel
- ci$nienie na wlocie: 15,0 psi
e gradient temperatury na kolumnie:
- start 50° C (0,3 minut)
- wzrost od 50° C do 285° C w ciggu 15 minut przy statym wzro$cie 6° C/min
- 285° C do 54 minut
e nastrzyk: - split/ splitless (1 min)

- temperatura zaworu: 280° C

d) wykonanie analizy

Na kolumn¢ chromatograficzng nastrzykiwano bezposrednio 5 ul probki
w przypadku analiz bez derywatyzacji 1 1 ul probki po przeprowadzeniu
w trimetylochlorosilany. Rozdzielone substancje identyfikowane byly na
podstawie porownania otrzymanych widm masowych z bibliotekg widm lub

substancjami wzorcowymi.

4.2.8. Oznaczenie aktywnosci przeciwbakteryjnej

a) przygotowanie szczepu testowego

Do oznaczen stosowano szczep Staphylococcus aureus ATCC 6538P, ktory
przechowywano na podtozu BAA w temperaturze 4° C. W przeddzien
wykonania oznaczenia pobrano niewielkg 1lo$¢ bakterii 1 posiano posiewem
redukcyjnym na podtoze BAA. Ptytke inkubowano w 37° C przez 24 godziny.

Bezposrednio do oznaczenia przygotowano zawiesing szczepu testowego
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w 0,85 % roztworze NaCl, réwna 0,5 jednostki w skali McFarlanda, przy

uzyciu densytometru (101).

b) przygotowanie etanolowych ekstraktéw propolisowych do badan

Odwazono etanolowych ekstraktow propolisowych do sterylnej kolby
pojemnosci 25,0 ml w ilosci odpowiadajacej 75 do 90 mg propolisu
1 uzupetiono metanolem do podanej objetosci. Roztwor wyjsciowy powinien

zawiera¢ od 3000 pg/ml do 3500 pg/ml propolisu.

c) oznaczenie MIC etanolowych ekstraktow propolisowych

7 przygotowanych roztworow ekstraktow propolisowych odmierzono do
10 probowek od 0,6 ml do 0,15 ml roztworé6w i uzupeliono za pomoca
podtoza BA do objetosci 1,0 ml. Ponadto przygotowano dwie proby
kontrolne: K-1 zawierajaca 1,0 ml podtoza BA oraz K-2 o sktadzie 0,6 ml
etanolu 96 % 10,4 ml podtoza BA.

Przygotowane rozcienczenia roztwordw wyjsciowych uzupetiono do 10,0 ml
ptynnym podtozem BAA o temperaturze 52° C. Zawartos¢ proboéwek szybko
wymieszano i wylano na sterylne i oznakowane ptytki Petriego o $rednicy
10 cm. Po zakrzepnieciu podioza, wysiano na poszczegdlne ptytki zawiesing
szczepu testowego, ktorg przy pomocy sterylnej szklanej bagietki
rozprowadzono roéwnomiernie po powierzchni plytek. Plytki inkubowano
w 37°C przez 24 godziny. Po tym czasie odczytano wyniki pordéwnujac
wzrost szczepu z plytkami kontrolnymi. Plytka, zawierajgca najnizsze
stezenie hamujace catkowicie wzrost szczepu testowego stluzy do odczytania
warto$ci MIC, ktorg zdefiniowano jako 1los¢ mikrograméw propolisu w 1,0

ml powodujaca catkowite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow.
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d) oznaczenie MIC frakcji propolisowych

W celu oznaczenia aktywno$ci pobrano po 500 ul, 250 ul, 200 ul, 150 ul,
100 pl, 50 ul frakcji. Probki odparowano do sucha w 37°C a nastepnie
rozpuszczono w 500 pl etanolu. Frakcje 1-3 rozpuszczono w 250 ul
dimetylosulfotlenku a nastgpnie dodano 250 pl etanolu. Do kazdej frakcji
dodano 500 ul podioza ptynnego BA 1 doktadnie wymieszano. Nastepnie
dodano 9,0 ml podloza BAA. Wymieszang zawartos¢ wylano na plytki
Petriego 1 posiano 10 pl szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus
o gestosci 0,5 jednostki w skali McFerlanda. Inkubowano 24 h w 37° C.
Aktywno$¢ mikrobiologiczna to ilo§¢ pg frakeji w 1 ml, ktora catkowicie

hamuje wzrost szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus.

4.2.9. Oznaczanie aktywnosSci  przeciwbakteryjnej substancji

porownawczych

a) przygotowanie roztwordw substancji porownawczych

Roztwory do badan przygotowano odwazajac kolejno z doktadnoscig 0,01 mg
po 5,00 mg kwasu kawowego, kwasu p-kumarowego, kwasu kawowego,
kwasu benzoesowego, chryzyny, pinocembryny, 7-metoksypinocembryny,
galanginy, octanu pinobanksyny ktore rozpuszczono w 5,0 ml metanolu.

Otrzymano roztwory o stezeniu okoto 1,0 mg/ml.

b) przygotowanie mieszanin modelowych kwaséw fenolowych
Do oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjnej MIC (ug/ml) mieszanin
modelowych kwasow fenolowych, przygotowano roztwory metanolowe R;

1 R,. Sktad mieszanin przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Stezenia (ug/ml) kwasu kawowego, p-kumarowego 1 ferulowego

w mieszaninach modelowych

Ri R:
kwas kawowy 50,9 1201
kwas p-kumarowy 43,4 1344
kwas ferulowy 52,1 1555

c) przygotowanie mieszanin modelowych zawierajacych w skladzie
pinocembryng, octan pinobanksyny, chryzyne i galanging

Do oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjnej MIC (ug/ml) mieszaniny
powyzszych skladnikow, przygotowano roztwory metanolowe M;, M,, M;j,

M,. Sktad mieszanin przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Stezenia (ug/ml) pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny i galanginy

w mieszaninach modelowych

M M: M3 M4
pinocembryna 29 290 28 280
octan
26 260 37 370
pinobanksyny
chryzyna 18 180 19 190
galangina - - 24 240

d) przygotowanie mieszanin modelowych zawierajacych w skladzie
wszystkie oznaczane sktadniki
Przygotowano mieszaniny modelowe P;, P, 1 P3 0 zawartosci poszczegolnych

sktadnikow jak przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Stezenia (ug/ml) sktadnikéw w mieszaninach modelowych

P1 P P3
kwas kawowy 8,8 17,5 35,0
kwas p-kumarowy 36,4 72,8 145,6
kwas ferulowy 12,7 25,3 50,6
pinocembryna 70,1 140,2 2804
octan pinobanksyny 45,2 90,4 180,8
galangina 33,2 66,4 132,8
chryzyna 34,4 68,8 137,6
ester fenyloetylowy kwasu 11,3 22,6 45,2
kawowego
ester 1,1-dimetyloallilowy 9,1 18,2 36,4
kwasu kawowego

d) wykonanie oznaczenia

W przypadku mieszanin modelowych M;, My, M3, My do 500 pl kazdego
z roztworow dodano 500 ul podtoza ptynnego BA i1 doktadnie wymieszano
a nastgpnie dodano 9,0 ml podtoza BAA. Zawarto§¢ wylano na ptytki
Petriego 1 posiano 10 ul szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus
o gestosci 0,5 jednostki w skali McFerlanda. Inkubowano 24 h w 37° C.
Roéwnolegle wykonano kontrolg dla 500 pl etanolu.

W przypadku mieszanin modelowych R, i R, oraz Py, P, 1 P; postgpowano tak
jak w przypadku oznaczania aktywno$ci mikrobiologicznej etanolowych
ekstraktow propolisowych przygotowujac kolejne rozcienczenia roztworow

w podtozu wzrostowym (pkt. 4.2.8.c).
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4.2.10. Oznaczanie aktywnosSci przeciwgrzybiczej

a) przygotowanie szczepu wzorcowego Candida albicans

Do oznaczen stosowano szczep Candida albicans ATCC 10231, ktory
przechowywano na podiozu Sabouraud w temperaturze 4° C. W przeddzien
wykonania oznaczenia pobrano niewielkg ilo§¢ grzybow i1 posiano posiewem
redukcyjnym na podtoze Sabouraud. Plytke inkubowano w 22° C przez
24 godziny. Bezposrednio do oznaczenia przygotowano zawiesing szczepu
testowego w 0,85 % roztworze NaCl, réwng 0,5 jednostki w skali

McFarlanda, przy uzyciu densytometru.

b) przygotowanie probki

Nalewke propolisowa odwazono w ilosci odpowiadajacej 400 mg propolisu
do kolb sterylnych o pojemnosci 25,0 ml. Probki uzupetniono metanolem do
podanej objetosci. Do badan probki rozcienczono metanolem do uzyskania

stezenia w zakresie od 6000 -10000 pg/ml propolisu.

c) wykonanie oznaczenia

Do 10 probowek odmierzono kolejno od 0,65 ml do 0,15 ml roztworow
ekstraktow propolisowych 1 uzupetlniono za pomocg podtoza BA do objetosci
1,0 ml. Réwnoczesnie przygotowano dwie proby kontrolne: K-1 zawierajaca
1 ml podtoza BA oraz K-2 o sktadzie 0,6 ml etanolu 96% 1 0,4 ml podtoza
BA. Zawarto$¢ probowek uzupeliono do 10,0 ml agarem Sabouraud
o temperaturze 52° C, szybko wymieszano 1 wylano na sterylne 1 oznakowane
plytki Petriego o $rednicy 5,5 cm. Po zestaleniu podioza na poszczeg6dlne
ptytki wysiano po 10 pl zawiesiny szczepu testowego o gestosci 0,5 jednostki
w skali McFarlanda. Plytki inkubowano w 22° C przez 5 dni. Odczytano
wyniki poroéwnujac wzrost szczepu w probkach badanych z prébami

kontrolnymi. Plytka, zawierajaca najnizsze st¢zenie hamujace catkowicie
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wzrost szczepu testowego sluzy do okreslenia wartosci MIC, ktorg
zdefiniowano jako ilo$¢ mikrograméw propolisu w 1 ml powodujaca

catkowite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow.

4.2.11. Oznaczanie aktywnoS$ci antyoksydacyjnej

a) przygotowanie substancji poréwnawczej

Odwazono z doktadnoscig 0,01 mg okoto 50,00 mg troloksu i rozpuszczono
w 200 ml 96 % etanolu. Nastepnie probke rozcienczono 5 razy. Do
sporzadzenia krzywej kalibracyjnej pobrano 2.5, 3.5, 5.0, 7.5 1 10.0 ml do

kolb o pojemnosci 10,0 ml i uzupetniono etanolem do podanej objetosci.

b) przygotowanie probek

Etanolowe ekstrakty propolisowe rozcienczono 2500 razy 96 % etanolem.
Dodatkowo przygotowano roztwory substancji wzorcowych (kwas kawowy,
kwas ferulowy, kwas p-kumarowy, chryzyna, galangina, pinocembryna, ester

fenyloetylowy kwasu kawowego) o stezeniu okoto 0,5 mg/ml.

C) przygotowanie roztworow

- roztwor 102 M CuCl, (odwazono 0,4262 g CuClL*2 H,O, rozpuszczono
w wodzie 1 uzupetiono wodg do 250,0 ml)

- bufor octanowy pH=7,0 (odwazono 19,27 g octanu amonu, rozpuszczono
w wodzie 1 uzupetniono wodg do objgtosci 250,0 ml)

- roztwor 7,5 * 10° mM neokuproiny (odwazono 0,039 g neokuproiny,

rozpuszczono w 96 % etanolu i1 uzupetniono etanolem do 25,0 ml)

d) wykonanie oznaczenia
Do probéwek odmierzono kolejno 1,0 ml CuCl,, 1,0 ml neokuproiny i 1,0 ml

buforu octanowego. Nastgpnie dodano 250 ul badanej probki lub substancji
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wzorcowej 1 850 ul wody dejonizowanej. Rownolegle wykonano préobe $lepa
w ktorej zamiast probki dodano 250 pl wody dejonizowanej. Probki
inkubowano 30 minut w 50° C a nastepnie 30 minut w temperaturze
pokojowej. Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 450 nm. Aktywnos¢
antyoksydacyjng wyrazono w mmol troloksu w przeliczeniu na suchg masg¢

nalewek lub mase¢ substancji porownawcze;.

4.3. Walidacja metod

Opracowane metody HPLC oznaczania kwasow fenolowych,
flawonoidéw oraz estrow kwasu kawowego poddano walidacji. W procesie
walidacji metody uwzgledniono obowigzujace wymagania ICH w odniesieniu
do sprawnosci systemu, limitu wykrywalnos$ci, granicy oznaczonos$ci, zakresu
liniowos$ci, doktadnosci 1 precyzji (102). Dodatkowo wykonano badanie
stabilno$ci roztworéw wzorcowych i1 badanych przygotowanych zgodnie
z opisanymi metodami badania. Wyniki walidacji metod zamieszczono
w tabelach 9, 14, 17 natomiast wyniki badania stabilno$ci w tabelach 10, 15
i18.

a) sprawnos¢ systemu
Dla kazdego z badanych zwiazkow okreslono wspotczynnik asymetrii piku,
rozdzielczo$¢ oraz ilo$¢ potek teoretycznych kolumny wykorzystujac w tym

celu wytyczne Komisji Farmakopei Europejskie;.

b) limit detekcji (LOD) 1 granica oznaczalnosci (LOQ)

LOD 1 LOQ okreslono z wielkosci sygnalu detektora pochodzacego od
sktadnika oznaczanego 1 poziomu zaktocen stosujac do obliczen wzory:

LOD =3.3 * H/N,

LOQ =10 * H/N,
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w ktorych: H — wysoko$¢ piku, N— wielko$¢ szumow.

¢) liniowos$¢

Na kolumn¢ nanoszono po 5 roztworéw poréwnawczych o wzrastajacych
stezeniach substancji porownawczych. Liniowos$¢ okreslono jako zalezno$¢
pol powierzchni pikéw [mm?] od stezenia mg/ml. Miare liniowosci
oznaczanych skladnikow przedstawiono réwnaniami prostych wraz

z warto$ciami wspotczynnikdéw korelacji.

d) doktadno$¢

Doktadno$¢ metody scharakteryzowano przez podanie procentu odzysku dla
badanych sktadnikow. W tym celu do ekstraktow propolisowych dodano
doktadnie znane ilo$ci substancji wzorcowych w ilosciach 75 %, 100 %
1 125 % w stosunku do oznaczonej zawartosci badanych sktadnikéw. Procent
odzysku (% E) obliczono na podstawie oznaczenia zawartosci sktadnika (C)

do ilosci wprowadzonej do roztworu proby badanej (C;) wedtug wzoru:

% E=C-Cy/C:* 100,

gdzie Cy— stezenie oznaczanych sktadnikow w propolisie

€) precyzja i precyzja posrednia

Zgodnos¢ wynikdw oznaczen sprawdzono na roztworach badanych
koncentratow. Dla kazdego roztworu wykonano po 6 oznaczen. Miarg
precyzji jest wielkos¢ odchylenia standardowego (s) 1 wzglednego odchylenia
standardowego (% RSD). Precyzj¢ posrednig okreslono w warunkach jak

wyzej wykonujac badania w innym czasie.
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f) stabilno$¢ roztworow wzorcowych i badanych

Zbadano stabilno$¢ roztworéw wzorcowych kwasu kawowego,
p-kumarowego, ferulowego, pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny,
galanginy 1 estru fenyloetylowego kwasu kawowego oraz roztworow probek
przygotowanych zgodnie z procedurg analityczng opisang w punktach 4.2.2
1 4.2.4. Badania miaty na celu okre$lenie wplywu czasu i temperatury na
stabilno$¢ roztworow wzorcowych i1 badanych, ktore stanowity etanolowe
ekstrakty propolisowe.

Roztwory objete badaniami podzielono na dwie cz¢éci, jedng
przechowywano w temperaturze pokojowej a druga w lodoéwce (8°C). Po
uplywie kolejno 24 h, 48 h 1 7 dni rejestrowano pola powierzchni pikéw na
chromatogramach dla odpowiednich roztwordéw, ktore wykorzystano do
okre$lenia procentowej zawartosci skladnikow. Wykonano po dwa

oznaczenia dla kazdego z roztwordéw.

4.4. Statystyczna ocena wynikow

W celu potwierdzenia wiarygodnosci wykonanych pomiarow wyniki
badan oceniono statystycznie dokonujgc obliczen odpowiednich parametréw
jak nizej:

b

a) $rednia arytmetyczna ,, x’

gdzie:
x,— wyniki i-tego pomiaru
n — liczba pomiarow

x - warto$¢ $rednia z n- pomiarow
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Srednia arytmetyczna powinna stanowié jak najblizsze przyblizenie wartosci

rzeczywistej.

b) odchylenie standardowe pojedynczego wyniku ,,s”:

gdzie:
f=n-—1 - liczba stopni swobody

s - odchylenie standardowe
Warto$¢ s stuzy do oceny wielkosci btedu przypadkowego pomiarow.

c) wzgledne odchylenie standardowe wyniku ,,RSD”

RSD =2 100 %
X

Warto$¢ RDS to wzgledna wielko$¢ odchylenia standardowego pojedynczego
wyniku, okreslajaca wielko$¢ rozrzutu wynikow czyli charakteryzujaca
precyzje metody.
d) regresja to funkcja wyrazajagca charakter i ksztalt zalezno$ci miedzy
zmiennymi o0 rOwnaniu:

y=a*x+b
gdzie:
X, Y — zmienne

a, b — wspotczynniki proste;j

Wspotczynniki a 1 b oblicza si¢ metoda najmniejszych kwadratow wedtug

WZOrow:
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bznZ(xy)—Zny ; Zy—bZ)?
anz—(Zx ) n

gdzie:

n — liczba pomiarow

e) wspotczynnik korelacji ,,r”” jest miarg zaleznosci pomiedzy zmiennymi

X1y:

B NCE )
2@ -0y (v -5

LI przyjmuje warto§¢ w przedziale -1 <r < 1. Gdy r = + 1 wtedy wszystkie
punkty leza na linii prostej; gdy r = 0, zmienne nie sg zalezne liniowo. Czyli
im warto$¢ r” blizsza jest jednoSci tym silniejsza korelacja miedzy
zmiennymi. Istotng statystycznie zalezno$¢ okresla wielko$¢ poziomu
istotnos¢ ,,p” wyliczona dla wspotczynnika korelacji. Wartos¢ p<0,05 oznacza

wystgpowanie statystycznie istotnej zaleznoSci.
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5. ANALIZA FIZYKOCHEMICZNA

W zakresie badan fizykochemicznych gléwny nacisk polozono na
okreslenie podstawowych parametrow jakosciowych dla koncentratu
propolisowego stanowigcego przedmiot badania. W nastepnym etapie
dokonano identyfikacji 1 oznaczenia zawartosci sktadnikow organicznych
1 nieorganicznych wystepujacych w badanych produktach.

W badaniach postuzono si¢ opracowanymi metodami rozdzielczymi jak
HPLC, TLC, GC oraz spektralnymi jak spektrometria atomowa,
spektrometria mas wystgpujagcymi oddzielnie (AAS) 1 w potaczeniu
(GC-MS).

Badania identyfikacji frakcji propolisowych GC-MS wykonano
w Zaktadzie Chemii Analitycznej Wydzialu Farmacji na Uniwersytecie
w Clermont Ferrand we Francji pod kierunkiem Pani Profesor Clair Lartigu

podczas pobytu naukowego w ramach Programu Leonardo da Vinci.

5.1. Ocena chemiczna

Zakres prowadzonych badan obejmowal oznaczenia ujete w monografii
farmakopealnej dla gegstych wyciggow wedlug Farmakopei Polskiej VII oraz
Polskiej Normy PN-A-77627 dla koncentratu propolisowego. Okreslono
suchg pozostatos¢, zawarto$¢ popiotu ogdlnego i nierozpuszczalnego w 10 %
HCL oraz zawarto$¢ metali ciezkich w przeliczeniu na otéw.

Wyniki przedstawiono w tabeli 6. Zawarto§¢ popiolu ogolnego
w koncentracie propolisowym wyniosta od 0,10 % do 0,20 % a popiotu
nierozpuszczalnego w 10 % HCI od 0,01 % do 0,04 %. W obu przypadkach
zostaly spelnione wymagania Polskiej Normy, w ktérej limity dla
powyzszych parametrow wynosza odpowiednio nie wigcej niz 0,5 %

1 0,05 %. Zawartos¢ metali cigzkich w przeliczeniu na oléw nie przekroczyta
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dopuszczalnego limitu farmakopealnego dla gestych wyciagéw 60 mg/kg
(Farmakopea Polska VI).

Tabela 6. Wyniki oznaczen chemicznych koncentratow propolisowych

Nr probki Sucha Popiol Popiol nierozp. | Zawarto$¢ metali
pozostalos¢ (%) | ogdlny (%) | w10% HCI (%) | ciezkich (mg/kg)
070201 79,8 0,10 0,02 <60
070301 76,4 0,20 0,04 <60
060801 85,6 0,20 0,01 <60
060301 80,9 0,10 0,02 <60
060101 78,1 0,07 0,02 <60
040901 76,4 0,20 0,02 <60
040401 77,2 0,10 0,01 <60
5% 79,2 0,14 0,02 -
S 3,29 0,06 0,01 -
RSD 4,16 42,2 50,0 -

Popidt nierozpuszczalny w 10 % HCI nie przekracza $redniej
zawartosci 0,02 % w sze$ciu seriach produktu z wyjatkiem jednej w ktorej
zawarto$¢ jest dwukrotnie wigksza. Zawarto$¢ popiolu ogoélnego we
wszystkich probkach nie przekracza 0,2 % przy rozrzucie wynikéw wokot
warto$ci $redniej mieszczacych si¢ w przedziale +50 %. Uwage zwracajg
wyniki oznaczen pozostatoSci po odparowaniu, ktére s3 poroéwnywalne
w poszczegdlnych seriach preparatu 1 nie odbiegajg od $redniej zawartosci

w wigkszym stopniu niz £10 %.

5.2. Oznaczenie skladnikow nieorganicznych metoda AAS

Badanie wykonano zgodnie z metodg przedstawiong w punkcie 4.2.1.
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5.2.1. Oznaczanie zawartosci jonow miedzi, cynku i zelaza

Jony miedzi, cynku i Zelaza to mikroelementy o waznym znaczeniu dla
stanu prawidlowego funkcjonowania organizmu. Skladniki stanowigce
przedmiot badania sg spotykane w roznych tkankach, spetniajac czgsto role
czynnikow katalitycznych. Stezenie tych sktadnikéw w pozywieniu ma
istotne znaczenie ze wzgledu na wilasciwosci zdrowotne oraz toksyczne.
Zawarto$¢ jonow miedzi, cynku 1 zelaza oznaczono w koncentratach
propolisowych stosowanych do produkcji lekow 1 suplementow diety.

Wyniki przeprowadzonych badan zamieszczono w tabeli 7. Zawartos¢
miedzi w badanych probkach wyniosta od 1,7 mg/kg - 2,6 mg/kg, ktorg
mozna porowna¢ do zawarto$ci w produktach spozywczych jak: migsie
(0,6 mg/kg - 2,5 mg/kg) 1 pieczywie (0,6 mg/kg - 2,0 mg/kg) (103).

Zawartos¢ cynku byla okoto dwa do kilkanascie razy wicksza
1 wynosita od 5,6 mg/kg — 32,46 mg/kg. Dla poréwnania zawarto$¢ tego
pierwiastka w warzywach wynosi od 2,4 mg/kg do 42,0 mg/kg, przy czym
najwigcej jest w roslinach stragczkowych (103).

Najwiecej w analizowanym materiale bylo zelaza, od 32,5 mg/kg
do 72,4 mg/kg. Odpowiednio poziom tego sktadnika w migsie wynosi od
23 mg/kg do 35 mg/kg. Najobfitszym zrdédtem zZelaza jest watroba, w ktorej
zawarto$¢ powyzszego skltadnika miesci si¢ w przedziale od 95 mg/kg do 180
mg/kg (103).

Zatem zawarto$¢ niezbednych dla organizmu mikroelementow
w propolisie jest dosy¢ wysoka jednak ze wzgledu na stosowane dawki
preparatow propolisowych nie ma to znaczenia w suplementacji diety.

Jednoczes$nie sg to stezenia bezpieczne z punku widzenia toksykologicznego.
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cynku 1 zelaza w koncentratach

propolisowych w mg/kg

Numer probki cynk miedz zelazo
4/2002 6,9 1,7 72,4
1/2001 6,6 1,8 38,2
4/2002 5,6 2,1 46,1
081205 - 2,4 39,8
040401 26,0 2,5 32,5
061202 25,5 2,6 65,3
061202 16,4 2,4 63,2
061202 31,6 1,7 70,7
031001 10,7 2,0 45,8
251004 9,6 2,4 55,2

X 15,43 2,16 52,92

S 9,87 0,34 14,39

RSD 63,95 15,92 27,19

Zawarto$¢ badanych jonéw metali w poszczegdlnych probkach
w stosunku do wartos$ci $redniej obliczonej dla dziesigciu prob miesci si¢
w zakresie tolerancji 25 % dla miedzi we wszystkich probkach
w przeciwienstwie do cynku i zelaza. W przypadku zelaza sze$¢ prob miesci
si¢ w podanej tolerancji a wszystkie pozostate probki mieszczg si¢ w zakresie
+50 % podczas gdy w przypadku cynku osiem prob miesci si¢ w zakresie

+50 % a jedna w £25 %.

5.2.2. Oznaczanie zawartosci jonow metali ciezkich

Zawarto$¢ metali ciezkich ze wzgledu na wysokag toksycznos$¢ dla

organizmu jest limitowana zar6wno w lekach jak 1 w produktach

spozywczych. Badaniami objeto oznaczenie kadmu 1 otowiu.
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W oparciu o wyniki zamieszczone w tabeli 8 stwierdzono obecno$¢
kadmu tylko w jednej probce a zawartos¢ jego wynosita 0,06 mg/kg.
Zawarto$¢ otowiu w badanych koncentratach miescita si¢ w zakresie od
0,12 mg/kg do 0,31 mg/kg 1 jest to znacznie mniej niz okreslony w PN limit,
ktory wynosi odpowiednio 0,4 mg/kg dla jonow otowiu 1 0,1 mg/kg dla jonow
kadmu. Fakt, ze stwierdzono obecno$¢ kadmu w jednej serii wydaje si¢ by¢
wazng sprawg w odniesieniu do oceny czystosci produktu, wykazujac, ze jego
oznaczenie powinno by¢ uwzglednione w ocenie produktu.

Zawartos¢ (mg/kg) jonow otowiu w stosunku do wartosci $redniej
obliczonej dla dziewieciu serii miesci si¢ w zakresie tolerancji +25 %

w siedmiu probach a zakresie +£50 % w o$miu probach (tab.8).

Tabela 8. Zawartos¢ (mgkg) jondw metali cigzkich w koncentratach

propolisowych
Numer probki olow kadm
251004 0,125 <0,012
4/2002 0,310 <0,012
241104 0,13 0,06

201003 0,150 <0,012
1/2003 <0,125 <0,012
040401 0,170 <0,012
4/2003 <0,125 <0,012
061202 0,120 <0,012
031001 0,120 <0,012

X 0,13 -

S 0,09 -

RSD 73,86 ]
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5.3. Analiza TLC ekstraktow propolisowych

Chromatografia cienkowarstwowa ma szerokie zastosowanie w ocenie
surowcow farmakopealnych szczegoélnie pochodzenia ro$linnego. Do
wstepnej oceny preparatow propolisowych opracowano metode TLC, ktéra
pozwolita na uzyskanie charakterystycznego ,,fingerprintu” (pkt. 4.2.5.).

Jako substancji poréwnawczych uzyto odpowiednich roztworow
sktadnikow, ktore zostaty opisane w licznych publikacjach (7,9,28,19,104).

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze poszczegdlne
chromatogramy ro6znig si¢ intensywnoscig zabarwionych plam oraz ich liczba.
Identyfikacja przez poroéwnanie chromatogramow badanych i wzorcowych
jest utrudniona z uwagi na interferencje réznych zwigzkdéw. Mozna natomiast
stwierdzi¢, ze poszczegdlne produkty rdéznig si¢ zawarto$cig skladnikow
o czym $wiadczy intensywno$¢ plam na chromatogramach.

Na rysunku 1 przedstawiono chromatogramy etanolowych ekstraktow

propolisowych.
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. |

“

a) b) ©)

Rysunek 1. ,,Fingerprint” TLC etanolowych ekstraktow propolisowych: a) nr 4, b) nr 5, c)
nr 14. Probki badane analizowano rownolegle z mieszaning substancji porownawczych,
kolejno od punktu startu: kwas kawowy 1 kwercetyna — zottozielona plama, apigenina —
zo0ta, kemferol — jasnozotta pod plamg niebieskag, kwas p-kumarowy
1 ferulowy — niebieska, naringenina — czerwona, akacetyna — zotta, kemferyd —
zoltopomaranczowa, chryzyna — zo6lta, galangina — pomaranczowa, pinocembryna - rézowa

5.4. Identyfikacja i oznaczanie kwasow fenolowych

Kwasy fenolowe to jedna z podstawowych grup zwigzkow obecnych
w propolisie (5,9,10,20). Do identyfikacji 1 oznaczenia kwasow fenolowych
opracowano metod¢ HPLC z elucja gradientowa (pkt. 4.2.2.) Badaniami
objeto koncentraty oraz nalewki propolisowe, w ktorych prowadzono
identyfikacje badanych zwigzkoéw przez poréwnanie wartosci czasOw retencji

(RT) oraz widm absorpcji.
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Zawarto$¢ kwasow fenolowych oznaczono przez poréwnanie
odpowiednich powierzchni pikéw substancji wzorcowych 1 roztworow
badanych.

Badaniami objeto: kwas kawowy, kwas ferulowy, kwas izoferulowy,
kwas cynamonowy, kwas wanilinowy 1 kwas benzoesowy. W badaniach
wstepnych stwierdzono, ze w analizowanych partiach produktow wystepuja
nastepujace kwasy: kawowy, ferulowy 1 p-kumarowy, stad tez dalsze badania

ograniczono do tych zwigzkow.

5.4.1. Walidacja metody

W opracowanych warunkach uzyskano dobry rozdziat poszczeg6lnych
piko6w na chromatogramach, ktore r6znig si¢ znaczaco wartosciami RT: 6,72,
10,27, 11,49 minuty dla kwasu kawowego, p-kumarowego i ferulowego.
Wyniki oceny jakosci systemu potwierdzaja jego wysoka sprawno$¢ o czym
swiadczg wspdiczynniki asymetrii pikdéw na chromatogramach oraz wysoka
liczba potek teoretycznych kolumny.

Opracowang metode cechuje wysoka czutos¢. LOD dla poszczegdlnych
kwasow fenolowych wynosi od 0,315 pg/ml do 0,695 pg/ml, natomiast LOQ
od 1,325 pg/ml do 2,42 ug/ml. Metoda charakteryzuje si¢ szerokim zakresem
liniowosci przy zachowaniu bardzo dobrej korelacji ,,r”” od 0,9996 do 0,9997.
Doktadno$¢ metody okreslona jako procent odzysku na trzech poziomach
stezen miesci si¢ w zakresie od 98,14 % do 101,05 % podany jako wartos¢
srednia. Dobra precyzja metody RSD od 1,54 % do 2,27 % S$wiadczy
o powtarzalno$ci wynikow oznaczen wykonanych przez jednego analityka jak
roOwniez odtwarzalnosci (precyzja posrednia) w odniesieniu do badan
wykonanych w innym czasie. Szczegd6towe wyniki walidacji metody zebrano

w tabeli 9.
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Tabela 9. Wyniki walidacji metody oznaczania kwaséw fenolowych w etanolowych

ekstraktach propolisowych

Kryterium Kwas kawowy Kwas p-kumarowy | Kwas ferulowy
Asym =1,14 Asym= 1,06 Asym = 0,99

Sprawnos¢ systemu | R = 13,80 Rs = 13,83 Rs = 4,04
N =12102 N = 21859 N  =21787

Czas retencji (min) | 6,72 10,27 11,49

Limit detekcji 0.315 0.325 0.695

(ug/ml)

Gramica 1325 1.54 2.42

oznaczalnosci

(ug/ml)

Zakres liniowosci 1.33-99.18 1.54-119,16 2,42 -184.14

(ng/ml)

Rownanie prostej

a=2.3554*10*

a=2.7963*10 *

a=2.3157*10*

y=axtb=Sy b=4773.7 b=7790,7 b= 6290
Blad standardowy | Sb=8806.5 Sb =11468.7 Sb=16013
wspolczynnikow (p=0.598) (p=0.5098) (p=0.7014)
aib Sa=23554,06 Sa=7790,70 Sa=6290,01
(p=0.0000) (p=0,0000) (p=0,0000)
Wspoétezynnik r=0.9996 r=0.9997 r=0.9996
korelacji
Odzysk (%) - - -
(wartosci érednie) x=98.14 x=101.05 x=99.42
Precyzja RSD=12.27 RSD=1,69 RSD= 1,54
s 201003 (n=6)
Precyzja posrednia | RSD= 2,49 RSD= 1,87 RSD=14

s 201003 (n=3)
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W badaniach stabilno$ci roztworow wzorcowych 1 badanych
wykazano, ze ich trwato$¢ jest zalezna od warunkoéw, rodzaju i1 czasu
przechowywania prob. W temperaturze do 8° C zar6wno roztwory
porownawcze jak réwniez 1 koncentraty propolisowe zachowywaly stabilno$¢
w czasie 7 dni. W temperaturze pokojowej w badanym okresie podobnie
zachowywaly si¢ ekstrakty propolisowe w przeciwienstwie do roztworow
poréwnawczych kwasoéw fenolowych, ktore juz po 48 h wykazywaly
mniejszg zawartos¢ oznaczonych zwigzkow co pozwala sadzi¢, ze ich
trwalo$¢ w roztworach jest mniejsza (tab. 10).

Powyzsze spostrzezenia wydajg si¢ by¢ istotne nie tylko w odniesieniu
do czesci analitycznej ale mogg mie¢ takze szersze znaczenie w odniesieniu
do trwatosci produktu wyjsciowego na etapie wytwarzania postaci

farmaceutycznych.

Tabela 10. Stabilno$¢ roztworéw wzorcowych i badanych kwasow fenolowych.

Wyniki podano w %.
ROZTWORY POROWNACZE
cZas prze- 8'C temperatura pokojowa
chowywania | kawowy | p-kumarowy | ferulowy | kawowy | p-kumarowy | ferulowy
24h 99,5 100,1 99,2 99,8 100,2 99,8
48 h 99,9 100,5 100,2 95,8 100,5 96,7
7 dni 101,3 102,3 101,8 77,5 97,4 74,6
ROZTWORY BADANE
24h 100,2 100,9 102,0 100,2 100,6 99,6
48 h 100,6 101,0 101,2 101,5 101,8 101,0
7 dni 102,4 101,5 101,9 98,6 100,3 96,7




63

5.4.2. Oznaczanie kwasow: kawowego, p-kumarowego i ferulowego

Opracowang metod¢ HPLC-RP z elucja gradientowa wykorzystano do
jednoczesnego oznaczenia kwasu kawowego, p-kumarowego i ferulowego
w etanolowych ekstraktach propolisowych.

Przedstawione na rysunkach 2 i 3 przykltadowe chromatogramy dla
odpowiedniego roztworu poréwnawczego 1 proby badanej pokazuja dobrze
wyksztatcone piki pochodzace od kwasu kawowego (pik 1, RT=6,72), kwasu
p-kumarowego (pik 2, RT=10,27) 1 kwasu ferulowego (pik 3, RT=11,49),
ktore sg dobrze rozdzielone i symetryczne. W zakresie czasu retencji od
5 minut do 15 minut na obu chromatogramach wystepuja piki pochodzace od
sktadnikéw badanych. W podanym zakresie pomiaréw nie wystepuja zatem

mozliwosci interferencji sktadnikow, ktére wystgpujg w probkach badanych.
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Rysunek 2. Chromatogram roztworow poréwnawczych; I-kwas kawowy, 2-kwas

p-kumarowy, 3-kwas ferulowy
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Rysunek 3. Chromatogram koncentratu propolisowego;

p-kumarowy, 3-kwas ferulowy

Wykorzystywane do badania

Retention Time (min)

I-kwas kawowy, 2-kwas

tozsamosci widma absorpcji  sg

charakterystyczne dla sktadnikéw pochodzacych z roztwordéw prob badanych

1 substancji porownawczych (rys. 4,5,6).
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Rysunek 4. Widma absorpcji roztworéw kwasu ferulowego a) substancji porOwnawczej

b) probki
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Rysunek 6. Widma absorpcji roztworéw kwasu p-kumarowego a) substancji
poréwnawczej b) probki

Otrzymane dla odpowiednich sktadnikow badanych i poréwnawczych
widma maja podobny przebieg co §wiadczy o braku interferencji sktadnikow
wspotobecnych w propolisie na wyniki oznaczen. Wydaje si¢ zatem, ze
opracowana metoda jest specyficzna do oznaczania wybranych kwasow
fenolowych.

Zgodnie z opracowang procedura wykonano oznaczenie kwasow
fenolowych w dziesieciu probkach koncentratow propolisowych oraz
w pietnastu probkach nalewek.

W przypadku koncentratow oznaczono: kwasu kawowego od 0,41 %
do 1,00 %, kwasu p-kumarowego od 1,12 % do 3,00 % 1 kwasu ferulowego
0d 0,72 % do 1,09 % (tab.11).

Sumaryczna $rednia zawartos¢ (%) kwasu kawowego, p-kumarowego
1 ferulowego oznaczona w prébkach dziesigciu partii produkcyjnych miesci
si¢ w zakresie +25 % dla wszystkich badanych prob, podobnie jak wyniki
oznaczen kwasu ferulowego. W przypadku kwasu kawowego 1 p-kumrowego
odpowiednio sze$¢ 1 cztery proby mieszczg si¢ w odchyleniu £25 %

a pozostate w odchyleniu 50 %.
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Tabela 11. Wyniki oznaczenia zawarto$ci (%) kwasow fenolowych w koncentratach

propolisowych
Numer probki | Kwas kawowy | Kwas Kwas ferulowy | suma
p-kumarowy
4/2002 0,72 1,94 1,01 3,67
141003 1,00 1,37 1,01 3,38
201003 0,98 1,23 1,09 3,31
070601 0,70 2,10 1,06 3,86
070301 0,41 1,96 0,91 3,28
220904 0,97 1,12 0,88 2,97
160106 0,60 3,00 1,01 4,61
081205 0,48 2,84 0,91 4,23
060101 0,55 2,83 0,84 4,22
060801 0,59 2,62 0,77 3,98
031106 0,63 2,76 0,72 4,11
X 0,69 2,16 0,93 3,78
S 0,21 0,70 0,12 0,50
RSD 29,7 32,2 12,9 13,3

W nalewkach propolisowych (tab.12) uzyskano podobne wyniki jak
w koncentratach zwlaszcza w odniesieniu do sumy ich zawartosci chociaz
wyniki oznaczen poszczegolnych kwasow w nalewkach wykazuja wigksze
roznice. Kwas p-kumarowy podobnie jak w koncentratach wystepuje
w stezeniu wigkszym niz pozostate kwasy. Stezenie kwasu kawowego miesci
si¢ w przedziale od 0,23 % do 1,26 %, kwasu p-kumarowego od 1,45 % do
3,42 % a kwasu ferulowego od 0,26 % do 1,58 %. W sumie w analizowanych
ekstraktach wystepuje od 2,35 % do 5,13 % kwasoéw fenolowych.

Wydaje si¢, ze wykazane rdznice w odniesieniu do zawartosci
poszczegdlnych kwasow w badanych produktach mozna wytlumaczy¢ ich

pochodzeniem.
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Zawartos¢ (%) sumy poszczeg6élnych skladnikéw w poréwnaniu do
warto$ci $redniej obliczonej dla pigtnastu nalewek miesci si¢ w zakresie
+25 % dla dziesigciu nalewek oraz £50 % dla pi¢tnastu nalewek. Wyniki

przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Zawarto$¢ (%) kwasow fenolowych w nalewkach propolisowych

Numer | Kwas kawowy Kwas Kwas ferulowy Suma
probki p-kumarowy

1 0,35 2,68 1,06 4,09
2 0.36 1,81 0.85 3,02
3 1,26 2,86 0,26 4,38
4 0,62 3,42 0,33 4,37
5 0,23 1,67 0,45 2,35
6 0,99 3,09 0,82 4,9

7 0,54 1,45 0,42 2,41

8 0,87 2,84 0,74 4,45
9 0,47 1,82 1,37 3,66
10 0,29 1,64 1,10 3,03
1 0,34 2,54 1,52 4,4

12 0,88 1,50 0,35 2,73
13 1,02 3,23 0,51 4,76
14 0,34 3,32 1,47 5,13
15 0,41 2,32 1,58 4,31
X 0,60 2,41 0,86 3,87
S 0,32 0,71 0,47 0,93

RSD 54,01 29,45 54,88 23,97
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5.5. Oznaczenie flawonoidow metoda spektrofotometryczng

Flawonoidy stanowia wazng grupe zwigzkow, ktére wystepuja
w propolisie (5,8,18,10,19). Do oznaczania flawonoidow w etanolowych
nalewkach z kitu pszczelego zastosowano metode spektrofotometryczna,
ktora jest polecana przez wielu autorow (5,95,96,97).

Zawarto$¢ flawonoidow oznaczono jako sume¢ w przeliczeniu na
kwercetyne wykorzystujac barwng reakcjag z chlorkiem glinu (AICl,).
Oznaczenie przeprowadzono zgodnie z metodg opisang w punkcie 4.2.3.

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli 13. Stezenie flawonoidow
oznaczone w badanych probkach miescito si¢ w zakresie od 2,21 % - 6,69 %.

Srednia zawarto$é flawonoidéw oznaczona w pictnastu nalewkach
wynosita 4,78 %, w porownaniu do ktorej procentowa zawarto$¢
oznaczonych sktadnikow w poszczegdlnych nalewkach byla w zakresie

odchylenia + 25 % dla dziewieciu nalewek 1 + 50 % dla pietnastu nalewek.

Tabela 13. Zawarto$¢ (%) flawonoidow w nalewkach propolisowych oznaczona metoda

spektrofotometryczng
Nr probki Zawarto$¢ Nr probki Zawarto$¢
flawonoidow flawonoidow

1 4,43 9 3,68

2 5,15 10 4,79

3 6,69 11 2,21

4 5,25 12 5,37

5 6,46 13 5,17

6 5,03 14 2,54

7 6,65 15 2,81

8 5,42

5% 4,78

S 1,42

RSD 29,68
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5.6. Oznaczenie pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny

i galanginy metoda HPLC

Wyniki oznaczenia flawonoidéw metoda spektrofotometryczng byty
jedynie potwierdzeniem sumy ich zawartosci w przeliczeniu na kwercetyne,
z ktérych to badan nie mozna wnioskowa¢ o zawarto$ci poszczegdlnych
sktadnikéw. Podjeto zatem badania majce na celu opracowanie nowej metody
HPLC, ktora pozwoli na doktadniejszg charakterystyke produktu (pkt. 4.2.4).

Przedmiot badan stanowily nalewki propolisowe, w ktorych
oznaczeniami objeto: pinocembryne, octan pinobanksyny, chryzyne
1 galanging. Wyboru wymienionych skladnikow do badan dokonano
w oparciu o dane z piSmiennictwa (7,8,18,19) oraz dostgpne substancje

poroOwnawcze.

5.6.1. Walidacja metody

Walidacja metody spetnia kryteria akceptacji dla badanych sktadnikow
w zakresie sprawnosci systemu, czutosci, liniowosci, doktadnosci, precyzji
1 precyzji posrednie;.

Wystepujace na chromatogramach piki pochodzace od pinocembryny,
octanu pinobanksyny, chryzyny czy galanginy charakteryzuja si¢ podobng
symetrig 1 dobra rozdzielczosciag. W opracowanych warunkach uzyskano
wysoka liczbe potek teoretycznych w kolumnie, co wydaje si¢ waznym przy
rozdziale zwigzkow majac na uwadze podobne wiasciwosci fizykochemiczne.

Opracowana metoda charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cig oznaczania
badanych sktadnikéw, dla ktorych LOD wynosi od 0,5 pg/ml do 2,8 pg/ml,
LOQ od 1,1 pug/ml do 6,6 pug/ml, szerokim zakresem liniowo$ci mieszczacym
si¢ od 23,4 pug/ml do 280 pug/ml przy dobrej korelacji r=0,9997. Doktadnos¢
metody jako procent odzysku miesci si¢ w przedziale od 102,8% do 104,4%.
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Precyzja 1 precyzja posrednia okre$lone wartoscig RSD w przypadku octanu
pinobanksyny osiggneta wartos¢ 1 % a w przypadku pozostatych sktadnikow

jest mniejsza niz 1 %. Szczegdlowe wyniki zamieszczono w tabeli 14.

Tabela 14. Wyniki walidacji metody oznaczania pinocembryny, octanu pinobanksyny,

chryzyny i galanginy w etanolowych ekstraktach propolisowych
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Kryterium inocembryna Octan chryzyna alangina
y p y pinobanksyny yzy g g

Sprawnosé Asym=1,16 Asym = 1,08 Asym=1,11 Asym = 1,14

spstemu Ry = 2,76 Re =276 |Rs =122 |R, =227

y N = 63220 N =1284931 |N = 113088 |N = 416528

Czas retencji | ¢ 5 70,2 75,9 77,8

(min)

Limit detekcji 2.5 2.8 0.80 0.5

(ug/ml)

Granica

oznaczalnos$ci 6,6 6,6 1,1 1,2

(pg/ml)

Zakres

liniowos$ci 26,4 - 264 31,7-317 23,4-233,5 28 - 280

(pg/ml)

Rownanie a=0,47196*107 | a=0,3321*107 | a=2,5601%107 | a=1,6144%10’

prostej

y=ax+biSy ~ 345174 | b=138.87 b=-13895,65 | b=-8924.3
Sb =5877,7 Sb =5073,6 Sb = 28075,6 Sb = 21049,8

Blad _ _ _ _

standardowy (p=0.598) (p=0.5098) (p=0.7014) (p=0.7014)

wspolczynnikow | Sa =38704,8 Sa =27839,7 Sa=209011,6 Sa =130685,1

aib p=0.0000) (p=0.0000) (p=0.0000) (p=0.0000)

Wspélezynnik | —0 9997 r=0.9997 =0.9997 r=0.9997

korelacji

Odzysk (%) 102,8 103,5 103,8 104,4

(wartos¢ $rednia)

Precyzja 0,70 1,04 0,32 0,44

RSD (%), n= 7

Precyzja

posrednia 0,29 0,50 0,66 0,81

RSD (%), n= 3

Podkresli¢ nalezy, ze wszystkie roztwory zarowno poréwnawcze jak

roOwniez badane byly stabilne w warunkach prowadzonych badan (tab. 15).

Tabela 15. Stabilno$¢ roztworéw porownawczych i sktadnikow badanych. Wyniki

przedstawiono w %.

ROZTWORY POROWNAWCZE

Czas prze- 8°C temperatura pokojowa
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chowywania
Pinocembryna | chryzyna | galangina | pinocembryna | chryzyna | galangina
24 h 100,6 99.8 99,2 100,0 100,0 99,7
48 h 99,1 100,0 99.8 100,8 101,4 100,8
7 dni 100,6 100,0 99,4 100,1 100,0 99,4
ROZTWORY BADANE
24 h 98,8 99,2 99.8 98,4 99,3 99.5
48 h 99,6 100,4 100,7 99,9 99,5 99,4
7 dni 100,5 100,8 101,0 99.9 100,0 99,0

5.6.2. Analiza skladnikow w nalewkach propolisowych

Opracowang i zwalidowang metode wedtug punktu 4.2.4. zastosowano
do analizy objetych planem badan sktadnikéw w nalewkach propolisowych.
W tym celu zarejestrowano odpowiednie chromatogramy dla roztwordw
porownawczych (rys. 7) i prob badanych (rys. 8).

Na chromatogramach badanych obok pinocembryny (pik 4, RT=66,7),
octanu pinobanksyny (pik 6, RT=70,2), chryzyny (pik 8, RT=75,9), galanginy
(pik 9, RT=75,9) wystepuja inne piki pochodzace od: kwasu kawowego
(pik 1, RT=8,2 ), kwasu p-kumarowego (pik 2, RT=10,2 ), kwasu ferulowego
(pik 3, RT=I11,1) oraz innych zwiazkow sposrod ktorych dodatkowo
zidentyfikowano ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego (pik 35,
RT=69,3) 1 ester fenyloetylowy kwasu kawowego (pik 7, RT=74,8 ).

Identyfikacje sktadnikow na chromatogramach prowadzono przez
poréwnanie odpowiednich wartosci RT, natomiast wielkosci pol powierzchni
pod pikami wykorzystano do analizy ilosciowej. Obok wartosci RT do
identyfikacji sktadnikéw wykorzystano takze widma absorpcji zarejestrowane

bezposrednio w trakcie procesu rozdziatu (rys. 9,10,11,12).
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Rysunek 7. Chromatogram roztwordéw substancji poréwnawczych zarejestrowany przy
A=267 nm. l-pinocembryna, 2- ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego, 3-octan
pinobanksyny, 4- ester fenyloetylowy kwasu kawowego, S5-chryzyna, 6-galangina,
7-7-metoksy pinocembryna
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Rysunek 8. Chromatogramy etanolowych ekstraktow propolisowych; a) nr 4, b) nr 5,
c) nr 14, zarejestrowany przy A=267 nm; l-kwas kawowy, 2-kwas p-kumarowy, 3-kwas
ferulowy, 4-pinocembryna, S5-ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego, 6-octan
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a) b)
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Dokonujac oceny chromatograméw otrzymanych dla poszczegdlnych
nalewek mozna zauwazy¢, ze r6znig si¢ one wielkoscig powierzchni pikéw,
ktoérych polozenie na chromatogramach nie ulega zmianie. Uwage zwraca
rowniez to, ze wstgpna ocena produktéw na podstawie charakterystycznego
fingerprintu z uzyciem metody TLC znajduje potwierdzenie w badaniu
HPLC.

Wyniki oznaczen ilosciowych w badanych nalewkach r6znig si¢
zawarto$cig poszczegdlnych sktadnikéw jak rowniez sumg ich zawartosci.
W najwigkszym stezeniu wystepuje pinocembryna w poroéwnaniu do
pozostatych sktadnikow. Srednia zawarto$é poszczegdlnych sktadnikow
wyniosta odpowiednio 4,72 % pinocembryny, 3,11 % octanu pinobanksyny,
2,17 % chryzyny i 2,22 % galanginy.

Sumaryczna zawartos¢ oznaczonych sktadnikéw w stosunku do
wartos$ci $redniej dla dwoch nalewek miesci si¢ w zakresie tolerancji £25 %
natomiast dla czternastu nalewek w zakresie +£50 %. Szczegotowe wyniki

zebrano w tabeli 16.
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Tabela 16. Zawarto$¢ (%) pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny i galanginy

w nalewkach propolisowych

Numer octan
pinocembryna chryzyna galangina suma
probki pinobanksyny

1 4,32 2,40 1,50 1,33 9,55

2 4,77 1,91 1,38 1,33 9,39
3 6,01 4,87 3,81 4,15 18,83
4 5,45 4,33 2,60 3,12 15,50
5 6,46 0,91 0,55 0,74 8,66
6 5,75 4,50 3,16 3,13 16,54
7 6,82 3,54 2,85 2,91 16,12
8 5,18 3,98 3,04 3,17 15,37
9 3,61 3,03 2,19 1,75 10,57
10 4,14 1,58 0,92 1,03 7,67
11 1,85 2,14 1,03 1,15 6,18
12 5,20 4,76 3,83 3,53 17,32
13 5,86 4,57 3,25 3,70 17,38
14 2,46 2,05 0,98 1,09 6,59
15 2,90 2,15 1,46 1,24 7,75
X 4,72 3,11 2,17 2,22 12,23
S 1,48 1,32 1,12 1,18 4,55
RSD 31,45 42,41 51,49 52,97 37,24

5.7. Oznaczenie estru 1,1-dimetyloallilowego i fenyloetylowego w

nalewkach propolisowych metoda HPLC

Estry kwasu kawowego, w szczegolnosci ester 1,1-dimetyloallilowy
1 fenyloetylowy kwasu kawowego, charakteryzuja si¢ silnymi wlasciwosciami
uczulajacymi (83,84,87,88). Dlatego oznaczanie tych sktadnikéw moze mie¢

istotne znaczenia w procesie standaryzacji produktéw propolisowych.
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Oznaczenie estrow kwasu kawowego wykonano metoda HPLC opisang

w punkcie 4.2.4.

5.7.1. Walidacja metody

Metodyka oznaczania estrow 1,1-dimetyloallilowego 1 fenyloetylowego
kwasu kawowego jest specyficzna wobec badanych sktadnikow.

Czasy retencji oznaczanych sktadnikéw sg powtarzalne przy kolejnych
nastrzykach 1 nie ulegajg zmianie przy zmianie objetosci nastrzyku w zakresie
20 %. Nie obserwuje si¢ takze interferencji skladnikéw wspotobecnych
wystepujacych w produktach propolisowych ani zmian w rejestrowanych
widmach w poréwnaniu do odpowiednich roztworéw porownawczych.

System chromatograficzny pozwala uzyska¢ dobry rozdzial pikéw
badanych sktadnikdéw. Piki sg symetryczne, na co wskazuje wspotczynnik
asymetrii bliski jedno$ci. Stwierdzono rowniez dobrg rozdzielczo$¢ oraz
wysoka liczbe polek teoretycznych na kolumnie.

Metoda charakteryzuje si¢ dobrg czutosciag, LOD wynosi 0,12 pg/ml
1 0,21 pg/ml, natomiast LOQ 0,35 pg/ml 1 0,68 pg/ml dla odpowiednich
sktadnikow. Metode cechuje dobra precyzja, ktorg charakteryzuje wielko$¢
RSD mieszczacego si¢ w przedziale od 0,54 % do 1,33 % oraz doktadnos¢
oceniona na podstawie odzysku, ktory wynosi okoto 100 %
1 szeroki zakres liniowosci przy bardzo dobrej korelacji. Szczegotowe wyniki

zebrano w tabeli 17.
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Tabela 17. Wyniki walidacji metody oznaczania estrow kwasu kawowego w nalewkach

propolisowych

Kryterium

Ester fenyloetylowy kwasu
kawowego

Ester 1,1-dimetyloallilowy
kwasu kawowego

Asym = 1,01 Asym = 1,08
Sprawnos¢ systemu Ry =591 Rs = 0,82
N = 136108 N = 76100
Czas retencji (min) 74.8 69.3
Limit detekcji 0.12 0.21
(pg/ml)
Granica oznaczalnosci 0.35 0.68
(ug/ml)
Zakres liniowosci 15,4~ 153.5 16,5 — 164.5
(ug/ml)
Réwnanie prostej a= 1,4740%10’ a=1,6854*10’
y=ax+bxSy
b=-7677 =-2215
Blad standardowy Sb=9871,7 (p=0.4591) Sb=12641,7 (p=0.8653)
wspolczynnikow
aib Sa=111807,4 p=0.0000) | Sa=133576,8 (p=0.0000)
Wspolczynnik korelacji r=0.9998 r=0.9997
Odzysk (%) 105,3 108,4
(wartosci srednie)
Precyzja RSD= 0,54 RSD=1,33
RSD (%), n=7
Precyzja posrednia RSD= 0,96 RSD= 0,89

RSD (%), n=3




80

Badania stabilnosci wykonano dla estru fenyloetylowego kwasu
kawowego, ktore wykazaly, Zze zwigzek ten jest stabilny w roztworach
wzorcowych i badanych w temperaturze 8°C przez 7 dni. W temperaturze
pokojowej ester fenyloetylowy kwasu kawowego jest stabilny w probce

badanej przez 7 dni a w roztworach wzorcowych przez 48 godzin (tab. 18)

Tabela 18. Stabilno$¢ roztworéw poréwnawczych i badanych estru fenyloetylowego

kwasu kawowego. Wyniki przedstawiono w %.

Czas Roztwory wzorcowe Roztwory badane
przechowywania 8'C temperatura 8'C temperatura
pokojowa pokojowa
24h 99,0 99,3 99,3 99,1
48h 98,0 100,1 100,2 98,9
7 dni 98,6 95,5 100.8 99.0

5.7.2. Oznaczenie estrow kwasu kawowego w nalewkach

W  nalewkach propolisowych oznaczono dwa podstawowe,
zidentyfikowane w kicie pszczelim alergeny: ester fenyloetylowy kwasu
kawowego 1 ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego. Tozsamos¢
badanych zwigzkéw potwierdzano poprzez poréwnanie czasOw retencji oraz
widm absorpcji sktadnikéw poréwnawczych 1 badanych. Na rysunkach 13
1 14 (a,b,c) przedstawiono chromatogramy substancji wzorcowych oraz
nalewek, ktore zarejestrowano przy A=320 nm a na rysunku 15 1 16 widma

absorpcji dla odpowiednich zwigzkow.
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l-pinocembryna, 2-ester 1,1-dimetyloallilowy kwasu kawowego, 3-octan pinobanksyny,
4-ester fenyloetylowy kwasu kawowego, 5-chryzyna, 6-galangina, 7-7-metoksy
pinocembryna
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Rysunek 14 a. Chromatogram nalewki propolisowej nr 4 (A=320 nm), 1- kwas kawowy,
2-kwas p-kumarowy, 3-kwas ferulowy, 4-pinocembryna, 5-ester 1,1-dimetyloallilowy
kwasu kawowego, 6-octan pinobanksyny, 7-ester fenyloetylowy kwasu kawowego,
8-chryzyna, 9-galangina,
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Rysunek 14 b. Chromatogram nalewki propolisowej nr 4 (A=320 nm), 1- kwas kawowy,
2-kwas p-kumarowy, 3-kwas ferulowy, 4-pinocembryna, 5-ester 1,1-dimetyloallilowy
kwasu kawowego, 6-octan pinobanksyny, 7-ester fenyloetylowy kwasu kawowego,

8-chryzyna, 9-galangina,
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Rysunek 14 ¢. Chromatogram nalewki propolisowej nr14 ( A=320 nm); 1- kwas kawowy,
2-kwas p-kumarowy, 3-kwas ferulowy, 4-pinocembryna, 5-ester 1,1-dimetyloallilowy
kwasu kawowego, 6-octan pinobanksyny, 7-ester fenyloetylowy kwasu kawowego,

8-chryzyna, 9-galangina,



83

1]
-

Absorbance (AU)

2

00

T
400

LIS A R B B B B B
250 300
Wavelength (nm)

TE T [ 71
350

b)

Absorbance (AU)

-0,01

0,07 3
0,06 =
0,05 3
0,04 3
0,03 3
0,02 -
0,01 -

0,00 -

3269

B B e e e B e e i B |

300 350
Wavelength (nm)

Rysunek 15. Widma absorpcji roztworéw estru fenyloetylowego kwasu kawowego

a) substancja pordéwnawcza, b) probka badana
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Rysunek 16. Widma absorpcji roztworow estru 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego

a) substancja porownawcza, b) probka badana

Analizowane nalewki r6znig si¢ znaczaco zawartoscig poszczegdlnych
estrOw. Suma oznaczanych sktadnikow miesci si¢ w przedziale od 0,35 % do

2,62 % w przeliczeniu na suchg mase¢. Ester fenyloetylowy kwasu kawowego

wystepuje  w  nieco wiekszej ilosci w  poroOwnaniu do  estru

I,1-dimetyloallilowego.  taczna  zawartos¢  gléwnych  alergenow
wystepujacych w propolisie nie przekracza wartosci 3 % (tab.19). Biorac po
uwage, ze powszechnie stosowane preparaty propolisowe zawieraja okoto
5 % propolisu zawarto$¢ skladnikéw o dzialaniu uczulajacych w jednym
gramie preparatu wynosi nie wigcej niz 1,5 mg.

W przyjetych kryteriach odchylen od wartosci sredniej tylko w dwéch

nalewkach oznaczona zawarto$¢ skladnikéw charakteryzuje si¢ rozrzutem
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w zakresie = 25 % a w siedmiu nalewkach w zakresie + 50 %, w pozostatych

odchylenia sg wigksze.

Tabela 19. Zawartos$ci (%) estréw kwasu kawowego w nalewkach z kitu pszczelego

Ester fenyloetylowy . Ester .
nalewka kwasu kawowego 1,1-dimetyloallilowy suma
kwasu kawowego
1 0,46 0,32 0,78
2 0,55 0,33 0,88
3 1,16 0,96 2,12
4 1,17 0,85 2,02
5 0,23 0,12 0,35
6 1,11 1,08 2,18
7 0,82 0,89 1,71
8 1,24 0,84 2,08
9 0,58 0,56 1,13
10 0,31 0,31 0,62
11 0,48 0,35 0,82
12 1,78 0,84 2,62
13 1,20 0,89 2,09
14 0,55 0,17 0,72
15 0,47 0,46 0,92
X 0,81 0,60 1,40
S 0,44 0,32 0,73
RSD 54,81 53,64 52,19

5.8. Identyfikacja skladnikow aktywnych w nalewkach propolisowych

Tak jak juz wielokrotnie podkreslano propolis jest produktem
ztozonym zawierajacym wiele réznych struktur organicznych, ktéore moga

wykazywa¢ aktywno$¢ biologiczng (7,8,10,16,18,19). Znane sg przyklady
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dziatania leczniczego jak réwniez niepozadanego, ktore sg przypisywane
okreslonym zwigzkom (5,19,43,46,52).

Zwraca si¢ rowniez uwage na fakt, ze aktywno$¢ biologiczna moze
wynika¢ z synergistycznego dziatania sktadnikéw obecnych w propolisie.

Postanowiono przeprowadzi¢ rozdziat chromatograficzny nalewek
propolisowych na poszczegdlne frakcje 1 zbada¢ 1ich aktywnosé
przeciwbakteryjng w odniesieniu do poszczegolnych sktadnikow.

Frakcjonowanie na kolumnie chromatograficznej pozwolito zawegzic¢
sktad chemiczny analizowanych prob oraz uzyska¢ probki o roznej zawartosci
1 wzajemnych proporcjach tych samych sktadnikow dzigki czemu mozliwe
bylo oszacowanie, ktore sktadniki maja wplyw na aktywno$¢
przeciwbakteryjna.

Do badan pobrano trzy serie etanolowych ekstraktow propolisowych,
ktore roznity si¢ znacznie sktadem. Wstepng ocene produktow badanych
wykonano metoda chromatografii cienkowarstwowej wedtug punktu 4.2.5.
Nastepnie dokonano rozdziatu badanych produktow na frakcje metoda
chromatografii kolumnowej wedlug procedury opisanej w punkcie 4.2.6.
W wyniku przeprowadzonego procesu otrzymano 18 frakcji, ktore nastepnie
badano metodami HPLC, GC-MS oraz oznaczono ich aktywno$¢

przeciwbakteryjng w odniesieniu do szczepu Staphylococcus aureus.

5.8.1 Analiza frakcji otrzymanych z nalewek metoda HPLC

Do badan zastosowano wczesniej opracowang 1 zwalidowang metode
HPLC opisang w punkcie 4.2.4. Do detekcji wykorzystano dwie dlugosci fali
A = 267 nm do oznaczania pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny,
galanginy, 7-metoksypinocembryny i A = 320 nm w przypadku kwasow

fenolowych.
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Podczas rozpuszczania stwierdzono, ze poszczeg6Olne frakcje rdznig si¢
miedzy sobg obecnos$cig 1 stezeniem rdéznych zwigzkoéw chemicznych.
Pierwsze frakcje sa najmniej polarne i ich polarno$¢ ro$nie wraz z numerem
frakcji. Obecno$¢ pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny, galanginy
1 7-metoksypinocembryny stwierdzono we frakcjach od 1 do 9 a kwasy
fenolowe we frakcjach od 10 do 17. Przyktadowe chromatogramy dla frakcji

5 1 frakcji 6, otrzymanych z nalewki nr 4, przedstawiono na rysunkach 17

(a,b)1 18 (a,b).
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Rysunek 17 a. Chromatogram frakcji 5 otrzymanej z nalewki propolisowej nr 4

(A= 267 nm)
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Rysunek 17 b. Chromatogram frakcji 6 otrzymanej z nalewki propolisowej nr 4

(A= 267 nm)
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Rysunek 18 a. Chromatogram frakcji 5 otrzymanej z nalewki propolisowej nr 4

(A = 320 nm)
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Rysunek 18 b. Chromatogram frakcji 6 otrzymanej z nalewki propolisowej nr 4

(A = 320 nm)

Obok zidentyfikowanych na chromatogramach sktadnikéw znajdujg si¢

takze inne dodatkowe piki o réznych czasach retencji 1 widmach absorpcji

(tab. 20).
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Sposrod sktadnikéw, ktorych tozsamosci nie potwierdzono, uwage
zwraca obecno$¢ zwigzkdw o charakterystycznym widmach absorpcji
1 r6znych maksimach absorbancji przy A=310,8 nm i1 308,9 nm oraz 312,7
nm, co sugeruje, ze badane skltadniki mogg naleze¢ do pochodnych kwasu
p-kumarowego, ktérego widmo absorpcji przedstawione na rysunku 19 jest
podobne. Fakt, ze sposrod oznaczanych kwasow kwas p-kumarowy wystepuje

w najwiekszych ilo§ciach potwierdza to przypuszczenie.

Tabela 20. Maksima absorbancji zwiazkow znajdujacych si¢ we frakcjach najbardziej
aktywnych. Kolorem zielonym wyrdzniono zwigzki zidentyfikowane, kolejno od gory:

pinocembryna, octan pinobanksyny, chryzyna, galangina.

Czas | Nalewkad Nalewka 5 Nalewka 14
retencji | Frakcja 5 Frakcja 6 Frakcja5  Frakcja 6 Frakcja 6 Frakcja 7
30,1 - - - 260,5 260,5 -
33,0 - - 264,5 264,5 264,5 264,5
61,7 289.6 289.6 289.6 288,1 288.1 288,1
63,2 288,1 288,1 - - - 288,1
66,0 292,5 292,5 - 292,5 - 292,5
72,3 - 266,6 - 266,6 - 266,6
264,5; 264,5; 264,5; 264,5; 264,5;
T 310,8;360,6 308,9;357,5 ) 310,8;357,5 308,9;357,5 308,9;357,5
76,35 312,7 312,7 312,7 312,7 310,8 310,8
77,12 - 312,7 - 3247 320,5 3247
77,95 312,7 312,7 310,8 310,8 308,9 308,9
81,1 312,7 312,7 310,8 310,8 310,8 310,8
83,4 312,7 312,7 310,8 310,8 310,8 310,8
86,6 256,7;312,7 256,7; 12,7 260,5;312  260,5;312  260,5;310,8 260,5; 10,8
95,71 - - 266,6;63,7 266,6;346,3 - -
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Rysunek 19. Widma absorpcji: a) kwasu p-kumarowego, b) zwiazku chemicznego

o czasie retencji 76,30, frakcja 7, nalewka nr 14, c) zwiazku chemicznego o czasie retencji

77,90, frakcja 6, nalewka nr 4
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W badanych frakcjach oznaczono zawarto$¢ 7-metoksypinocembryny,
pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny i galanginy. Wyniki oznaczen
zebrane w tabelach 21, 22 1 23 potwierdzaja najwigksze stezenie powyzszych
sktadnikow we frakcjach otrzymanych z nalewki propolisowej nr 4, mniejsze

w frakcjach otrzymanych z nalewki nr 14 a najmniejsze w nalewce nr 5.

Tabela 21.Zawarto$¢ (mg/ml) sktadnikéw we frakcjach otrzymanych z nalewki nr 4

Frakcja 7-metoksy pinocembryna octan galangina chryzyna suma
pinocembryna pinobanksyny

1 0,7020

2 0,7031

3 0,1900

4 0,9329 0,4330 1,3659
5 0,6404 0,5626 0,4041 1,6070
6 0,6154 0,7911 0,4561  0,5349  2,3974
7 0,1261 0,7987 0,1991  0,4028 1,5266
8 0,1000 0,4109 0,3402  0,8511
9

Tabela 22.Zawartos¢ (mg/ml) sktadnikow we frakcjach otrzymanych z nalewki nr 5

Frakcja T-metoksy pinocembryna octan galangina chryzyna suma
pinocembryna pinobanksyny

1 -

2 0,1656

3 0,3191

4 0,0883 0,0883

5 0,1514 0,0443 0,1957

6 0,2344 0,0922 0,3266

7 0,7160 0,0949 0,0717 0,8826

8 0,7751 0,0328 0,0859 0,8937

9 0,5003 0,0215 0,5218
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Tabela 23. Zawarto$¢ (mg/ml) sktadnikow we frakcjach otrzymanych z nalewki

nr 14

Frakcja T-metoksy pinocembryna octan galangina chryzyna s
pinocembryna pinobanksyny

1 -

2 0,2397

3 0,1718

4

5 0,1472 0,1472

6 0,3257 0,1614 0,4870

7 0,2065 0,3932 0,1664 0,1210  0,8870

8 0,2480 0,2352 0,0682 0,2062  0,7576

9 0,1071 0,0652 0,0193 0,1074  0,2990

5.8.2. Analiza frakcji metoda GC-MS

Frakcje otrzymane z nalewki propolisowej nr 4 poddano analizie
metoda GC-MS przedstawiong w punkcie 4.2.7. Analize¢ wykonano
w Zaktadzie Chemii Analitycznej Wydzialu Farmacji na Uniwersytecie
w Clermont Ferrand we Francji. Oznaczenia prowadzono po rozpuszczeniu
sktadnikbw w  metanolu oraz po  derywatyzacji w  postaci
trimetylochlorosilanow.

Probki zawierajace sktadniki lotne analizowano bez derywatyzacji
metodg GC-MS. Identyfikacje prowadzono przez poroéwnanie otrzymanych
sygnatow z bibliotekg widm. Na rysunku 20 przedstawiono chromatogram
frakcji nr 6 a w tabeli 24 skladniki, ktorych obecnos¢ stwierdzono
w badanych frakcjach. Zwigzki, ktorych prawdopodobienstwo wystepowania
okreslono powyzej 90 % to: alkohol fenylometylowy, alkohol fenyloetylowy,
2,3-dihydrobenzofuran, 2-propanon-1-fenyl, 2-propen-1-ol,3-fenyl,
5-hydroksy-7-metoksyflawanon.
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Tabela 24. Zwiagzki chemiczne wystepujace we frakcjach otrzymanych z nalewki nr 4
Czas Nazwa Masa molekularna
retencji
9,8 alkohol fenylometylowy 108
11,88 alkohol fenyloetylowy 122
12,26 2-propanon, 1 -fenyl 134
14,2 2,3-dihydrobenzofuran, 120
16,7 ? 150
16,8 2-propen-1-ol,3-fenyl 134
23,58 B- eudesmol 222
30,2 ? 220
32,2 ? 234
32,4 ? 232
33,2 ? 232
334 ? 232
33,5 ? 232
34,6 ? 262
37,2 2-propen-1-one, 1-(2,6-dihydroksy- 270
4-metoksyfenyl) 3-fenyl
37,3 5-hydroksy-7-metoksyflawanon 270
38,3 ? 254
38,47 ? 296
38,68 4-H-1-benzopyran-4-on,2,3-dihydro- 256
5,7-dihydroksy-2-fenyl
39,4 kwas 3-(4-hydroksyfenylo) 2-propionowy 164
39,5 ? 284
39,91 ? 272
40,02 ? 298
40,05 4-H-1-benzopyran-4-on,5-hydroksy,7- 268
metoksy-2-fenyl
41,38 5-hydroksy-4',7-dimetoksyflawanon 300
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Rysunek 20. Chromatogram GC frakcji nr 6

W frakcjach propolisowych stwierdzono obecno$¢ grupy zwiazkow

o masie molekularnej 232 1 234, ktorych widma masowe zamieszczono na

rysunku 21, 22, 23, 24, 25. Sa to prawdopodobnie te same zwiazki, ktoérych

widmo absorbcji  mialo podobny przebieg do widma kwasu
p-kumarowego.
[Abundance Scan 2302 (32.183 min): YOLA-5.D )
164
300000
147
250000
200000
150000
100000
119
91
65
50000 41 234
118
2 70 89 107
5 136 149 nB 194 205 22%7 236 246
m/z--> 46 50 éO 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Rysunek 21.

molekularna 234 , czas retencji 32,2

Widmo masowe skladnika chemicznego obecnego w frakcji 6; masa
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jAbundance Scan 2320 (32.404 min): YOLA-5.D
164
250000
147
200000
150000
100000
119
91
50000 65
41
165
232
53 69 107
g 4 i) %_]_0 3% 176 187 19203 219 228 241
m/z--> 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

Rysunek 22. Widmo masowe sktadnika chemicznego obecnego w frakcji 6; masa

molekularna 232, czas retencji 32,4

Ab&ggggge Scan 2390 (33.261 min): YOLA-5.D )

400000
350000
300000
250000

200000
41

150000

100000 91 119

65

1
50000 o e
53
89 107 125 187 217 232

79 15
9 17 1303 223 2939

m/z--> 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Rysunek 23. Widmo masowe sktadnika chemicznego obecnego w frakcji 6; masa

molekularna 232, czas retencji 33,3
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Abundance Scan 2397 (33.347 min): YOLA-5.D )
147
120000
100000
164
41
80000
60000
69
91
40000
119 187
107 120 232
20000
53 176 189
89
136 217
77
. 149 203 5% 5555
m/z--> 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Rysunek 24. Widmo masowe sktadnika chemicznego obecnego w frakcji 6; masa

molekularna 232, czas retencji 33,3

Abundance ) Scan 2406 (33.459 min): YOLA-6.D (%)
147
8000
6000
|41 ;
4000
120
2000 69 91 164 189 232
217
g 1 26474 293 314 350

m/z--> Sb 100 150 200 250 300 350

Rysunek 25. Widmo masowe sktadnika chemicznego obecnego w frakcji 6; masa

molekularna 232, czas retencji 33,5;

W celu identyfikacji frakcji, w ktorych znajduja si¢ matolotne zwigzki
o charakterze polarnym poddano je derywatyzacji. Jako odczynnik
derywatyzujacy zastosowano BSTFA (N,O-bis-trimetylosilylotrifluoro-
acetamid) z 1% TMCS (trimetylochlorosilan). Na rysunku 26, 27, 28, 29, 30
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przedstawiono przyktadowe widma masowe sktadnikow, ktorych tozsamosé
potwierdzono metoda HPLC. Do zidentyfikowanych polaczen naleza:
pinocembryna, pinobanksyna, galangina, kwas p-kumarowy, kwas ferulowy,
kwas kawowy. Stwierdzono rowniez w badanych frakcjach obecno$¢ znanego
ze swoich wilasciwosci alergizujacych estru dimetyloallilowego kwasu

kawowego. We frakcji 17 zidentyfikowano cukry, miedzy innymi sacharoze.

Abundance Scan 1477 (40.892 min): YOLA-52.D
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0 353 395 467 521 5768807 638 708 744
m/z--> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Rysunek 26. Widmo masowe estru fenyloetylowego kwasu kawowego

~ Scan 1413 (39.398 min): YOLA-27.D
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Rysunek 29. Widmo masowe octanu pinobanksyny
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6. ANALIZA BIOLOGICZNA

Liczne badania naukowe na temat propolisu dowodza jego wtasciwosci
przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybicznych 1 przeciwwirusowych
(32,35,37,40,48,52). Wysoka aktywno$¢ propolisu wobec szerokiej gamy
mikroorganizméw ma szczegdlne znaczenie biorgc pod uwage fakt, ze nie sg

znane przypadki wystepowania lekoopornosci na preparaty propolisowe.

6.1. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng zbadano w odniesieniu do szczepu
wzorcowego Staphylococcus aureus ATCC, ktory jest stosowany do badania
aktywno$ci antybiotykOw zgodnie z wymaganiami farmakopealnymi.
Badanie wykonano zgodnie z metodg przedstawiong w punkcie 4.2.8 oraz

4.2.9.

6.1.1. Oznaczanie aktywnosci przeciwbakteryjnej produktow oraz

roztworow modelowych

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej wykonano dla dziesigciu partii
koncentratow 1 pietnastu partii nalewek, w ktorych uprzednio dokonano
identytfikacji 1 oznaczen ilosciowych sktadnikow metoda HPLC.

Badania prowadzono dla produktéw propolisowych oraz odpowiednich
sktadnikow porownawczych wystepujacych pojedynczo lub w mieszaninach
modelowych.

W przypadku koncentratow, ktore byty surowcem standaryzowanym,
przeznaczonym do produkcji, oznaczona aktywno$¢ w badanych partiach
produktow byta poréwnywalna 1 wynosita dla wartosci S$rednich od

120 pg/ml do 150 pg/ml (tab. 25).
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Tabela 25. Wyniki oznaczenia aktywnos$ci mikrobiologicznej MIC (pg/ml)

w koncentratach propolisowych

Numer probki Numer probki
4/2002 120 070301 128
141003 121 070201 126
201003 124 060801 150
300807 125 060301 136
070601 124 060101 127

X 128

S 9

RSD 7

Znacznie wigksze rdéznice stwierdzono w przypadku nalewek,
w ktorych aktywno$¢ przeciwbakteryjna wahata si¢ od 50 upg/ml do
155 ng/ml. Srednia aktywno$é wynosita 103 pg/ml, a zatem byta podobna do

aktywnos$ci oznaczonej w koncentratach (tab. 26).

Tabela 26. Wyniki badania aktywno$¢ przeciwbakteryjnej nalewek propolisowych

Nr MIC (pg/ml) Nr MIC (pg/ml)
nalewki nalewki
1 155 9 133
2 135 10 92
3 101 11 98
4 79 12 68
5 110 13 50
6 105 14 106
7 95 15 109
8 107
X 103
S 26
RSD 25
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Wystepujace roznice aktywnosci poszczegdlnych nalewek wydajg sig
by¢ zwigzane z pochodzeniem propolisu z réznych zrdédel co potwierdzaja
liczne doniesienia z piSmiennictwa (26,27,30,31).

Poszukujagc  zwigzku  pomiedzy  sktadnikami = wystepujacymi
w produktach propolisowych oraz aktywnoscig biologiczng wykonano
badania z wybranymi sktadnikami, ktore wedtug danych innych badaczy sg za
nig odpowiedzialne.

Badano zalezno$¢ aktywnos$ci antybakteryjnej od zawarto$ci kwasow
fenolowych, estrow kwasow fenolowych, flawonoidéw oraz poszczegodlnych
sktadnikbw  oznaczanych w  ekstraktach propolisowych. Wielkosci
wspotczynnikow  korelacji  uzyskanych dla poszczegdlnych zalezno$ci

umieszczono w tabeli 27.

Tabela 27. Warto$¢ wspolczynnika korelacji ,,r” zalezno$ci aktywno$¢ przeciwbakteryjna

od zawartos$ci sktadnikoéw oznaczonych w propolisie

Badane skladniki r Poziom istotnosci ,,p”
flawonoidy -0,20 0,4763
kwas kawowy -0,47 0,0748
kwas p-kumarowy -0,16 0,5245
kwas ferulowy 0,44 0,0973
ester fenyloetylowy  kwasu - 0,59 0,0217
kawowego

ester 1,1-dimetyloallilowy -0,49 0,0666
kwasu kawowego

pinocembryna - 0,27 0,3225
octan pinobanksyny -0,51 0,0530
chryzyna - 0,46 0,0831

galangina - 0,56 0,0308
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Statystycznie istotng zalezno$¢ (p<0,05) stwierdzono pomigdzy
zawartoscig estru fenyloetylowego kwasu kawowego 1 galanging a wielko$cia
aktywnosci przeciwbakteryjnej. Wspotczynnik korelacji, ktory okresla site
zwigzku pomiedzy tymi parametrami wyniost odpowiednio 1=-0,59
1 =-0,56. Powyzsze zalezno$ci przedstawiono na  wykresach
(rys. 31, 32).

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalajg stwierdzi¢, ze wplyw
kwasow fenolowych jest niewielki, co wykazano juz we wczes$niejsze]
publikacji (104). Zalezno$¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej od sumy kwasu
kawowego, p-kumarowego 1 ferulowego przedstawiono na rysunku 33

wykazujac stabg korelacje.

= 180
E
g 160 - .
_E 140 P
£ 120 -
= * L Iy *
T 100 - * 3 *e
2 g ¢
§ N *
5 604
3 40 ¢
c
§ 20 -
T 0 : : .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
zawartosé estru fenyloetylowego kwasu kawowego (%)

Rysunek 31. Wykres zaleznosci aktywno$ci przeciwbakteryjnej od zawartosci estru

fenyloetylowego kwasu kawowego
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Rysunek 32. Wykres zaleznosci aktywnosci przeciwbakteryjnej od zawartosci galanginy
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Rysunek 33. Wykres zalezno$ci aktywnos$ci przeciwbakteryjnej od lacznej zawarto$ci

kwasow fenolowych

Podobne  badania  oceny  aktywno$ci = mikrobiologicznej
przeprowadzono dla roztwordw substancji poréwnawczych kwasu
kawowego,  ferulowego,  p-kumarowego,  pinocembryny,  octanu
pinobanksyny, chryzyny 1 galanginy. Biorac pod uwaga najbardziej aktywne
frakcje propolisowe, ktorych aktywnos$¢ wynosita od 18 pug/ml do 34 pug/ml
aktywno$¢ powyzszych sktadnikéw zbadano na poziomie stg¢zenia 50 pg/ml.
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zaden z oznaczanych
sktadnikéw nie wykazywat aktywnosci antybakteryjnej w stosunku do

Staphyloccocus aureus w stezeniu 50 pug/ml.
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Na podstawie wynikdw oznaczenia zawarto$ci kwasow fenolowych w
badanych koncentratach propolisowych przygotowano mieszaniny modelowe
kwasow fenolowych o stezeniach poréwnywalnych w jakich wystepuja
w koncentratach oraz kilkakrotnie wigkszym a nastepnie zbadano ich
aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Analizowane mieszaniny modelowe nie
hamowaly wzrostu szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus.

Aktywnosci nie wykazywaly rowniez mieszaniny modelowe
zawierajagce w swoim sktadzie pinocembryng, octan pinobanksyny, chryzyne
1 galanging o stgzeniu 1 proporcjach jakie stwierdzono we frakcjach
propolisowych nr 5 1 6 nalewki 4. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng stwierdzono
jedynie w mieszaninie modelowej My o dziesieciokrotnie wigkszym stezeniu
niz wystgpujace we frakeji nr 6.

W tabeli 28 1 29 przedstawiono badane stezenia skladnikow

w roztworach pordownawczych 1 ich mieszaninach.

Tabela 28. Badane stezenia skladnikéw (pg/ml) w roztworach poréwnawczych i

mieszaninach modelowych kwasow fenolowych

Roztwér Mieszaniny modelowe
porownawczy Ri R
kwas kawowy 50,0 3,6 84,1
kwas
50,0 3,6 108,9
p-kumarowy
kwas ferulowy 50,0 3,0 94,1

Suma 10,2 287,1
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Tabela 29. Badane stezenia skladnikéw (pg/ml) w roztworach poréwnawczych i

mieszaninach modelowych galanginy, chryzyny, pinocembryny i octanu pinobanksyny.

Roztwor Mieszaniny modelowe
poréwnawczy Ri R2 R3 R4
galangina 50,0 - - 1,2 12
chryzyna 50,0 0,9 9 1,0 10
pinocembryna 50,0 1,5 15 1,4 14
octan 50,0 1,3 13 1,9 19
pinobanksyny
Suma 3,7 37 5,5 55

Biorgc pod uwage S$rednie zawartosci kwasu kawowego, kwasu
ferulowego, kwasu p-kumarowego, pinocembryny, octanu pinobanksyny,
galanginy 1 chryzyny oraz estru fenyloetylowego i 1,1-dimetyloallilowego
kwasu kawowego w badanych nalewkach propolisowych, przygotowano
mieszaniny modelowe powyzszy sktadnikow o zawartosci odpowiadajace]
50 %, 100 % 1200 % (P, P2, P3) w stosunku do warto$ci oznaczonych.

Mieszanina modelowa P, o zawartosci badanych skladnikow
poréwnywalnej do zawartosci w produktach propolisowych nie wykazywata
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w odniesieniu do szczepu wzorcowego
Staphylococcus aureus. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wykazata mieszanina
P3 o stgzeniu sktadnikéw jakie zamieszczono w tabeli 30. Analizujac sume
zawartos$ci pinocembryny, chryzyny, octanu pinobanksyny oraz galanginy
(48,8 nug/ml) w roztworze mieszaniny modelowej P3, stwierdzono, ze jest ona
poréwnywalna z sumg zawartosci tych sktadnikow w rowniez aktywnej
mieszaninie My (55p1g/ml ). Zatem pozostate zwigzki, a wigc kwasy fenolowe
1 estry kwasu kawowego, ktorych stezenie w badanych mieszaninach
modelowych bylo odpowiednie do stgzenia w badanych nalewkach
propolisowych ze wzgledu na niskg zawarto§¢ badz niskg aktywno$¢ nie

wplywaja znaczaco na aktywno$¢ przeciwbakteryjng propolisu.
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Tabela 30. Stezenie skladnikéw (ug/ml) w mieszaninie P3 hamujgce wzrost szczepu

wzorcowego Staphylococcus aureus.

P3
kwas kawowy 2,1 Suma wszystkich sktadnikow:
kwas p-kumarowy 8,7
kwas ferulowy 3,0 62,7 pg/ml
pinocembryna 16,8
octan pinobanksyny 10,8 Suma pinocembryny, chryzyny,
galangina 8,0 octanu pinobanksyny, galanginy:
chryzyna 8,3
ester fenyloetylowy kwasu 2,7 48,8 pg/ml
kawowego
ester 1,1-dimetyloallilowy 2,2
kwasu kawowego

6.1.2. Oznaczenie aktywnosci przeciwbakteryjnej frakcji propolisowych

Frakcje propolisowe otrzymane w punkcie 5.8.1 poddano ocenie
mikrobiologiczne; w celu okreslenia ewentualnego wplywu oznaczanych
sktadnikow na ich aktywno$¢. Ze wzgledu na duza ilo$¢ analizowanych
probek dla kazdej frakcji wyznaczono przedzial aktywnosci pomiedzy iloscig
mikrolitrow analitu pobranego do analizy, ktéra hamuje catkowicie wzrost
szczepu wzorcowego a iloscig mikrolitrow, ktora takiego dziatania nie
wykazuje. Ponadto wyznaczono MIC dla frakcji najbardziej aktywnych.

Badaniami objeto frakcje pochodzace z trzech nalewek tj. 4, 5 1 14.
Sposréd analizowanych frakcji aktywno$¢ przeciwbakteryjng wykazywato
12 z 18 frakcji w przypadku nalewki nr 4 1 nr 5 oraz 8 z 18 w przypadku
nalewki 14. Wigkszo$¢ uzyskanych frakcji propolisowych wykazywata
aktywno$¢ przeciwbakteryjng co jest potwierdzeniem hipotezy, ze aktywno$¢

propolisu jest sumg aktywno$ci wielu zwigzkow.
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Poszczegdlne frakcje réznig si¢ wielkoscig aktywno$ci przy czym
najbardziej aktywne byly frakcje 5 1 6 w nalewce propolisowej nr 4 (18 pg/ml
122 ug/ml), frakcja 6 w nalewce 5 (36 ug/ml) oraz frakcje 6 1 7 w nalewce
propolisowej] nr 14 (29 pupg/ml 1 29 pg/ml). Szczegétowe wyniki
przedstawiono na rysunkach 34, 35, 36 oraz w tabeli 31.

450+
400+
350+
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250+
200+
150+
100+

"o 0ss000 |] |] |]

MIC (ug/ml)

17

Rysunek 34. Aktywno$¢ mikrobiologiczna frakcji otrzymanych z nalewki propolisowej
nr 4. Na wykresie przedstawiono frakcje, ktore wykazywaty aktywnos$¢ przynajmniej dla
objetosci badanej 500 pl. Aktywnosci nie wykazywaty frakcje 12, 13, 14, 15, 18. Im
mniejsza wysokos¢ stupka tym wigksza aktywnos¢.
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Rysunek 35. Aktywno$¢ mikrobiologiczna frakcji otrzymanych z nalewki propolisowej
nr 5. Na wykresie przedstawiono frakcje, ktore wykazywaty aktywno$¢ przynajmniej dla
objetosci badanej 500 pl. Aktywnosci nie wykazywaly frakcje 1, 2, 13, 14, 15,18
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Rysunek 36. Aktywno$¢ mikrobiologiczna frakcji otrzymanych z nalewki propolisowej
nr 14. Na wykresie przedstawiono frakcje, ktére wykazywaty aktywno$¢ przynajmniej dla
objetosci badanej 500 ul. Aktywnosci nie wykazywaty frakcje 1, 2, 3, 4, 9, 12, 13, 14, 15,
18,

MIC fg/ml)

16 17

Tabela 31. Aktywno$¢ mikrobiologiczna (MIC) frakcji otrzymanych z nalewki
propolisowej nr 4, 51 14 wyrazona w pg/ml.

Frakcja | Nalewka 4 Nalewka 5 Nalewka 14

nr
1 - - -
2 44 - -
3 34 78 -
4 54 94 -
5 18 34 34
6 22 40 29
7 52 59 29
8 45 63 44
9 34 41 -
10 94 118 138
11 101 242 120
12 - 79 -
13 - - -
14 - - -
15 - - -
16 155 382 349
17 406 159 236
18 - - -
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Porownano wielko$ci otrzymanych aktywnosci z wynikami analiz
fizykochemicznych. Wykazano, ze frakcje aktywne zawieraja w swoim
sktadzie pinocembryng, octan pinobanksyny, chryzyne i galanging. Jednak
w wyniku szczegotowej analizy wynikow stwierdzono, ze maksimum
zawarto$ci zarOwno poszczegdlnych sktadnikéw jak rowniez ich sumy
przypada na frakcje mniej aktywne. Na przyklad aktywnos¢ frakcji
6 otrzymanej z nalewki nr 4 wynosi 22 pug/ml przy sumarycznej zawartosci
oznaczonych sktadnikow wynoszacej 2,34 mg/ml. Dla poréwnania aktywnos$¢
frakcji 5 otrzymanej z nalewki nr 5 wynosi 34 ug/ml przy ich sumarycznej
zawarto$ci wynoszacej zaledwie 0,20 mg/ml. Ponadto we frakcji 5 (nalewka
nr 5) nie stwierdzono obecnos$ci octanu pinobanksyny i chryzyny. Wydaje si¢
rowniez, ze zawarto$§¢ pozostatych sktadnikow tej frakcji tj. galanginy
1 chryzyny nie wptywa w znaczacy sposob na aktywnos$¢ poniewaz wigksze
stezenie tych skladnikow stwierdzono w mniej aktywnej (59 pg/ml) frakeji 7
(nalewka 5).

W celu potwierdzenia powyzszych wynikéw przygotowano mieszaniny
modelowe o zawartos$ci 1 proporcji sktadnikéw stwierdzonych w frakeji 51 6
(nalewka 4). Przeprowadzone badania potwierdzity, ze powyzsze sktadniki
w stezeniu w jakim wystepuja w frakcjach aktywnych nie wykazujg
aktywno$ci przeciwbakteryjnej. Dziatanie przeciwbakteryjne mieszaniny
o stezeniu dziesigciokrotnie wigkszym niz obserwowane w frakcji 6 dowodzi,
ze nie mozna wykluczy¢ wptywu powyzszych substancji na catkowita
aktywnos¢ propolisu.

W wyniku analizy HPLC oraz GC-MS w frakcjach najbardziej
aktywnych stwierdzono obecno$¢ grupy zwigzkéw o masie molekularnej 232
1 234, o podobnym widmie masowym 1 widmie absorpcji. Analiza widm
pozwala przypuszczaé, ze s to pochodne kwasu p-kumarowego. Obecnos¢

tych sktadnikow w frakcjach aktywnych sugeruje, ze moga posiadac
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wlasciwosci przeciwbakteryjne jednak potwierdzenie tego przypuszczenia
wymaga przeprowadzenia szerzej zakrojonych badan.

Kwasy fenolowe stwierdzono w frakcjach od 10 do 17, ktorych
aktywnos$¢ wynosita powyzej 100 ug/ml lub ktore nie wykazywaty w ogole
aktywnos$ci. Jest to potwierdzeniem wynikow uzyskanych dla mieszanin
modelowych kwaséw fenolowych, ktore nie wykazywaly aktywnosci

mikrobiologiczne;.

6.2. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza nalewek propolisowych

Badanie wykonano zgodnie z metodg przedstawiong w punkcie 4.2.10.
a otrzymane wyniki zebrano w tabeli 32. Stwierdzono, Zze badane prébki
w odroznieniu do aktywno$ci przeciwbakteryjnej wykazywaly znaczng
roznicg w aktywnosci przeciwgrzybicznej. Otrzymano wyniki, ktore miescity

si¢ w przedziale od 181 pg/ml do 933 pg/ml.

Tabela 32. Wyniki badania aktywnos$¢ przeciwgrzybiczej nalewek propolisowych

Nr MIC (pg/ml) Nr MIC (pg/ml)
nalewki nalewki

1 386 9 550
2 394 10 933
3 183 11 776
4 181 12 193
5 353 13 194
6 202 14 767
7 251 15 859
8 235

Y 430,5
S 274,0

RSD 63,60
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Analogicznie jak w przypadku aktywnosci przeciwbakteryjnej badano
zalezno$¢ aktywnosci przeciwgrzybicznej od zawartosci flawonoidoéw, kwasu
kawowego, kwasu p-kumarowego, kwasu ferulowego, pinocembryny, octanu
pinobanksyny, galanginy 1 chryzyny w analizowanych nalewkach
propolisowych. Istotng statystycznie korelacje stwierdzono w przypadku
pinocembryny (r=-0,82), galanginy (r=-0,78), chryzyny (r=-0,75), octanu
pinobanksyny  (r=-0,73), estru fenyloetylowego kwasu kawowego
(r=-0,77), estru 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego (r=-0,70), kwasu
kawowego (r=-0,68) oraz sumy flawonoidéw oznaczonych metoda
spektrofotometryczng (r=-0,75). Na podkreslenie zastluguje fakt, ze
zaobserwowano rowniez statystycznie istotng korelacje (r=0,86) pomiedzy
iloscig kwasu ferulowego a mierzong wielkoscig aktywno$ci przy czym
wzrostowi ilo$ci kwasu ferulowego towarzyszy spadek aktywnos$ci. Wyniki

przeprowadzonych badan przedstawiono w tabeli 33 oraz na wykresach

(rys. 37, 38, 39).
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Tabela 33. Wielkosci wspotczynnika korelacji ,r”  zalezno$ci  aktywno$ci

przeciwgrzybiczej od zawartosci substancji oznaczonych w nalewkach propolisowych

Badane zwiazki r Poziom istotnosci ,,p”
flawonoidy -0,75 0,0013
kwas kawowy - 0,68 0,0049
kwas p-kumarowy -0,18 0,5245
kwas ferulowy 0,86 0,0000
ester fenyloetylowy  kwasu -0,71 0,0028
kawowego
ester 1,1-dimetyloallilowy -0,71 0,0033
kwasu kawowego
pinocembryna - 0,82 0,0002
octan pinobanksyny -0,73 0,0022
chryzyna - 0,75 0,0012
galangina - 0,78 0,0006
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Rysunek 37. Wykres zaleznosci aktywnosci przeciwgrzybicznej od zawartosci galanginy



112

1000
900 -
800 -
700 A
600 -
500 -
400 TR
300 -
200 * & *
100 1

0 \ ‘ ‘
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

zawarto$¢ estru fenyloetylowego kwasu kawowego (%)

aktywnos$¢ przeciwgrzybicza (mg/ml)
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7. AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYJNA

Z punku widzenia dzisiejszej wiedzy podaz na sktadniki
o wlasciwo$ciach przeciwutleniaczy i zmiataczy wolnych rodnikdéw posiada
istotne znaczenie z uwagi na role jakg spelniajg dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu.

Wiasciwosci antyoksydacyjne propolisu badane byly wielokrotnie
przez réznych autoréw przy zastosowaniu roznych technik analitycznych
(43,63,65,66,67).

W niniejszym opracowaniu zastosowano po raz pierwszy w analizie
propolisu, metode CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) (98).

Metoda polega na redukcji jonow Cu (II) do Cu (I), przy czym
reaktywne grupy OH-Ar polifenoli zostaja utlenione do odpowiednich
chinonow. Jony miedzi wystepuja w kompleksie z neokuproing. Zredukowana
forma kompleksu jest barwna 1 wykazuje maksimum absorbancji przy A=450
nm. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna zostata wyrazona w odniesieniu do troloksu
zastosowanego jako substancja odniesienia. Badanie wykonano metoda
przedstawiong w punkcie 4.2.11.

Dodatkowo wykonano badanie wlasciwos$ci antyoksydacyjnych
w roztworach poréwnawczych dla wybranych sktadnikow, ktorych obecno$¢
stwierdzono w propolisie.

Wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej zamieszczono w tabeli 34.
Wszystkie badane probki wykazaty silng aktywno$¢ antyoksydacyjng co jest
zgodne z badaniami innych autoréw. Otrzymano wyniki, ktore mieszczg si¢
w przedziale od 55,43 mmol/g do 77,95 mmol/g.

Wyniki aktywno$¢ antyoksydacyjnej skladnikow w roztworach
poréwnawczych, ktoére wystepuja w propolisie przedstawiono w tabeli 35.
Wszystkie badane skladniki wykazywatly aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

Najwigksza aktywno$¢ wyrazong ilo$cig mmol troloksu na 1 g masy badane;j
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substancji stwierdzono w przypadku kwasu kawowego (232,1 mmol/g).
Wysoka aktywnos¢ posiadat rowniez ester fenyloetylowy kwasu kawowego
(1644 mmol/g) 1 galangina (139,8 mmol/g). Najmniejszg aktywnos$¢
stwierdzono w przypadku chryzyny (63,9 mmol/g).

Tabela 34. Aktywno$¢ antyoksydacyjna etanolowych ekstraktow propolisowych metoda

CUPRAC (mmol troloksu w przeliczeniu na suchg mase¢ nalewek).

Nalewka | (mmol/g suchej masy) Nalewka (mmol/g)

1 57.00 9 68,23
) 61.72 10 49,45
3 71.40 11 61,77
4 65.13 12 77,95
5 55.43 13 68,24
6 73.13 14 60,61
- 63.65 15 63,14
8 70,40
Y 64,5
S 7.4

RSD 11,5

Tabela 35. Aktywnos¢ antyoksydacyjna substancji wzorcowych

Substancja badana Aktywnos$¢ antyoksydacyjna
(mmol/g)

Kwas kawowy 232,1
Kwas ferulowy 112,4
Kwas p-kumarowy 116,6
Chryzyna 63,9

Galangina 139,8
Pinocembryna 96,8

Ester fenyloetylowy kwasu kawowego 164,4
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W celu okreslenia zalezno$ci pomigdzy aktywno$cig antyoksydacyjng
a zawarto$cig badanych zwigzkéw przeprowadzono analize korelacji dla
kwasu kawowego, kwasu p-kumarowego, kwasu ferulowego, pinocembryny,
octanu pinobanksyny, chryzyny i galanginy. Miarg badanych zaleznos$ci jest
wspolczynnik korelacji, ktorego wartosci przedstawiono w tabeli 36. W tabeli
35 przedstawiono rowniez warto$¢ poziomu istotnosci ,,p”°, ktorego wartos¢
mniejsza lub rowna 0,05 oznacza wystepowanie istotnosci statystycznej.

Statystycznie istotng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku zawartos$ci
kwasu kawowego (r=0,81), estru fenyloetylowy kwasu kawowego (1=0,87),
estru 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego (r=0,79), galanginy (r=80),
octanu pinobanksyny (r=0,85) 1 chryzyny (r=87). Na rysunkach 40, 41, 42

przedstawiono wykresy zaleznosci dla zwigzkéw najbardziej aktywnych.

Tabela 36. Wartos¢ wspotczynnika korelacji ,,r”° zaleznosci aktywno$¢ antyoksydacyjna

od zawarto$ci substancji oznaczanych w nalewkach propolisowych

Badane zwiazki r Poziom istotnosci ,,p”
flawonoidy 0,19 0,5001
kwas kawowy 0,81 0,0003
kwas p-kumarowy 0,21 0,4425
kwas ferulowy -0,37 0,1755
ester fenyloetylowy  kwasu 0,87 0,0000
kawowego

ester 1,1-dimetyloallilowy 0,79 0,0005
kwasu kawowego

pinocembryna 0,27 0,3386
octan pinobanksyny 0,85 0,0000
chryzyna 0,87 0,0000

galangina 0,80 0,0004
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Rysunek 40. Wykres zalezno$ci aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawarto$ci octanu
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Rysunek 41. Wykres zaleznosci aktywnos$ci antyoksydacyjnej od zawarto$ci chryzyny
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Rysunek 42. Wykres zaleznosci aktywno$ci antyoksydacyjnej od zawartoSci estru

fenyloetylowego kwasu kawowego

Analiza korelacji w pewnym stopniu pokryla si¢ z analizg wlasciwosci
antyoksydacyjnych uzyskanych dla czystych substancji wzorcowych. Réznice
moga wynika¢ z wzajemnego oddzialywania tych skladnikow w ztozonej

mieszaninie jaka jest propolis.
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8. DYSKUSJA WYNIKOW

Propolis znany jest od czasOw starozytnych a zainteresowanie jego
zastosowaniem znacznie wzrosto w ostatnich 30 latach. W odpowiedzi na
zapotrzebowanie na rynku pojawilo si¢ wiele preparatéw z propolisem
zarejestrowanych jako leki, suplementy diety czy kosmetyki.

Produkcja  tych  preparatbow  wymaga  stosowania  surowca
o odpowiedniej jakosci w celu zagwarantowania skutecznosci
1 bezpieczenstwa terapii. Powszechnie stosowanym sposobem standaryzacji
jest oznaczanie aktywnos$ci mikrobiologiczne; w stosunku do szczepu
wzorcowego Staphylococcus aureus.

Propolis jest bardzo skomplikowang mieszaning roznych zwiazkow
chemicznych, przy czym ro6zne zwigzki moga dawac ten sam efekt
terapeutyczny. Dlatego zasadne jest poszerzenie tej standaryzacji o analize
sktadnikéw chemicznych, ktore sg odpowiedzialne za aktywno$¢ biologiczng
Problemem staje si¢ zdefiniowanie, ktore zwigzki chemiczne 1 jakimi
metodami analitycznymi badane w najlepszy sposob okreslg jakos¢
stosowanego surowca.

Stad tez w pierwszym etapie badan postanowiono dokona¢ wyboru
odpowiednich metod analitycznych, ktore byly niezbedne do realizacji tematu
badan.

Do oceny ogolnej badanych produktéw w kierunku oznaczenia
potaczen nieorganicznych zastosowano metody farmakopealne poéhilosciowe
oraz ilosciowe, ktore sg powszechnie zalecane do badania czystosci. Do
identyfikacji 1 oznaczania zawartosci skladnikow czynnych propolisu
stosowano  metody chromatograficzne  jak: HPLC, TLC, GC
(7,8,10,11,20,30,37).

W celu oznaczenia skladnikow aktywnych, tj. kwasow fenolowych,

flawonoidow, estrow kwasu kawowego opracowano metode HPLC z uzyciem
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detektora diodowego. Zastosowanie tego typu detektora pozwala na
jednoczesng identyfikacje wystepujacych w analicie zwigzkéw chemicznych
na podstawie widm absorpciji, ktore mozna porownac
z widmami substancji porownawczych lub dostepnymi w pi§miennictwie
naukowym co jest szczegdlnie istotne w przypadku oznaczania sktadnikéw,
dla ktorych brak jest odpowiednich substancji porownawczych.

Do badan zastosowano metod¢ HPLC-RP z elucja gradientowa, ktora
pozwala na dobre rozdzielenie sktadnikéw badanych od innych znanych jak
rowniez blizej nieokreslonych. Biorgc pod uwage zlozony sktad ekstraktéw
propolisowych w wielu przypadkach analiza ekstraktéw byla niemozliwa
1 wymagala przygotowania analitu do badan.

Do wstepnego oczyszczenia ekstraktow propolisowych zastosowano
ekstrakcje do fazy stalej na kolumience RP-18, natomiast do rozdziatu
chromatograficznego uzyto kolumn¢ Lichrospher 100 RP-18e w przypadku
kwaséw fenolowych 1 kolumne¢ Purospher 100 RP-18e¢ w przypadku
pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny, galanginy, pochodnych
kwasu kawowego 1 innych. Fazg ruchoma przygotowano przez zmieszanie
w odpowiednich proporcjach roztworéw A: 0,03 M NaH,PO, zakwaszonego
HsPO4s do pH=3,0 oraz B: acetonitrylu w celu uzyskania gradientu
w przypadku kwasow fenolowych oraz A: woda-kwas mrowkowy-acetonitryl
(950ml-50 ml-25ml) i B: metanol do oznaczania flawonoidow.

Opracowane metody HPLC do realizacji podjetych badan zwalidowano
przez okreslenie czutosci, doktadnosci, precyzji, specyficznosci, liniowosci
1 stabilnosci roztworow.

Uzyskano wysoka czuto$¢ metod, dobrg doktadno$¢ i precyzje oraz
szeroki zakres liniowos$ci przy zachowaniu stabilno$ci roztwordw w czasie
potrzebnym do wykonania badania (tab. 9,14,17). Metody wykazywaty si¢
specyficznoscig wobec sktadnikéw oznaczanych tj. pinocembryny, octanu

pinobanksyny,  chryzyny, galanginy, kwasu kawowego, kwasu
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p-kumarowego, kwasu  ferulowego oraz estru  fenyloetylowego
1 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego.

Do wstepnej oceny jakosciowej propolisu opracowano metode TLC,
ktora postuzono si¢ do okreslenia charakterystycznego ,fingerprintu”
produktow propolisowych pochodzacych od réznych dostawcow.

Dla potwierdzenia tozsamo$ci badanych zwigzkow jak réwniez
identyfikacji nowych polaczen zastosowano do badan metode GC-MS, ktora
wykorzystano do analizy probek po dokonaniu rozdziatu produktow
propolisowych metodg chromatografii kolumnowe;.

W zakresie analizy fizykochemicznej wykorzystano takze inne metody
jak farmakopealng metode spektrofotometryczng do oznaczania flawonoidow,
ktora jest czesto zalecana przez wielu autorow jako odpowiednia do
standaryzacji propolisu (95,95,96,97).

Badanie aktywno$ci biologicznej przeprowadzono metoda seryjnych
rozcienczen w agarze przy uzyciu wzorcowych szczepow Staphylococcus
aureus 1 Candida albicans. W licznych pracach naukowych dotyczacych
oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybicznej propolisu
stosowano roézne metody analityczne 1 roézne szczepy mikroorganizmow,
dlatego nie zawsze otrzymane wyniki badanh s3 porownywalne
(18,31,35,44,54).

Wiasciwosci  antyoksydacyjne produktow propolisowych zbadano
metodg CUPRAC (cupric reduccing antioxidant capacity) opartg na redukc;ji
jonoéw Cu (IT) do Cu (I) w srodowisku obojetnym (98).

Wyniki badafh aktywnos$ci przeciwbakteryjnej 1 przeciwgrzybiczej oraz
antyoksydacyjnej miaty charakter porownawczy, ulatwiajacy postepowanie
przy ustaleniu kryteriow fizykochemicznych w odniesieniu do rodzaju
1 zawarto$ci sktadnikow w procesie standaryzacji badanych produktow.

Badaniami obj¢to nie tylko ekstrakty propolisowe ale takze roztwory
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pojedynczych sktadnikéw oraz mieszaniny modelowe o sktadzie podobnym
do badanych produktow.

W ocenie produktéw przeznaczonych do zastosowania w terapii obok
oceny skladnikéw czynnych uwzglednia si¢ takze badania ogdlne w zakresie
czystosci, ktore musza by¢ speklnione. Stad tez w pierwszym etapie badan
dokonano analizy zwigzkdéw nieorganicznych obejmujacych jony miedzi,
cynku, zelaza oraz otowiu 1 kadmu.

Obecno$¢ metali takich jak miedz, zelazo 1 cynk ma znaczenie z punktu
widzenia suplementacji diety. Zawarto§¢ miedzi w badanych probkach
miescita si¢ w zakresie od 1,7 mg/kg do 2,6 mg/kg, cynku od 5,6 mg/kg do
31,6 mg/kg oraz zelaza od 32,5 mg/kg do 42,4 mg/kg. Sa to stezenia
odpowiednio bezpieczne z punku widzenia toksykologicznego.

Oznaczona zawarto§¢ jonéw miedzi 1 cynku byla nizsza niz
publikowane dane dotyczace zawartosci tych metali w probkach rosyjskiego
propolisu, w ktorych $rednia zawartos¢ wynosita odpowiednio 4,35 mg/kg
miedzi 1 58,6 mg/kg cynku (3).

Metale cigzkie sg okreslone jako niepozadane zanieczyszczenia, ktore
sg limitowane we wszystkich produktach zywnos$ciowych i leczniczych a ich
obecno$¢ wynika z zanieczyszczenia $rodowiska. Obecnos¢ kadmu
stwierdzono tylko w jednej probce, ktérego stezenie wynosito 0,06 mg/kg
natomiast st¢zenie otowiu w badanych koncentratach miescito si¢ w zakresie
od 0,12 mg/kg do 0,31 mg/kg. Wyniki zawartosci sumy metali ci¢zkich
w przeliczeniu na otdow w koncentratach propolisowych nie przekraczaty
ustalonego limitu farmakopealnego dla gestych wyciagow, ktory wynosi 60
mg/kg (Farmakopea Polska VI).

Dla pehiejszej charakterystyki badanych ekstraktow propolisowych
w pracy przedstawiono wyniki oznaczen suchej pozostatosci, zawartosci

popiotu ogodlnego oraz popiotu nierozpuszczalnego w 10% HCIL.
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Wszystkie przebadane partie produktu charakteryzowaty si¢ podobng
pozostalo$cig po odparowaniu i wysuszeniu do statej masy, ktorg stanowig
zwiazki nielotne. Zawarto$¢ popiotu ogdlnego wyniosta od 0,01 % do 0,20 %
a popiotu nierozpuszczalnego w 10 % HCI od 0,01 % do 0,04 %. W obu
przypadkach zostaly spelnione wymagania Polskiej Normy ,,Koncentrat
propolisowy”, w ktorej limity dla powyzszych parametrOw wynosza
odpowiednio nie wigcej niz 0,5 % 1 0,05 %.

W poszukiwaniu zalezno$ci pomiedzy aktywno$cig biologiczng
a rodzajem 1 zawarto$cig sktadnikow oznaczonych w produktach badanych,
stwierdzono, ze wszystkie produkty wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne
1 przeciwgrzybiczne w przeciwienstwie do roztworéow skladnikow
poréwnawczych.

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna ekstraktow propolisowych wynosita od
50 pg/ml do 155 pg/ml co jest poréwnywalne z danymi innych autoréw,
wedhug ktorych aktywno$¢ oznaczona wobec szczepdw Staphylococcus
aureus i Bacillus subtillis wynosita 80-120 ug/ml (36).

W przypadku aktywnosci przeciwgrzybicznej otrzymano wyniki
w zakresie od 181ug/ml do 933 ug/ml stosujgc jako szczep wzorcowy
Candida albicans.

Badane  préobki  wykazywaly  ponadto  wysokg  aktywnos¢
antyoksydacyjnag co réwniez jest zgodne z wynikami innych autorow
(35,65,67). Uzyskano wyniki, ktorych wartosci miescily si¢ w przedziale od
55,43 mmol/g do 77,95 mmol/g.

W oparciu o wyniki przeprowadzonych badah chromatograficznych
mozna stwierdzi¢, ze podstawowymi sktadnikami propolisu sg kwasy
fenolowe, flawonoidy oraz estry kwasow fenolowych.

Szczegotowe badania wykazaly obecnos¢ kwasu kawowego,

ferulowego 1 p-kumarowego.
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Zawartos¢ kwasu kawowego w badanych probkach miescita sig
w przedziale od 0,23 % do 1,26 %, kwasu p-kumarowego od 1,45 % do
342 % a kwasu ferulowego od 0,26 % do 1,58 %. W sumie
w poszczegolnych ekstraktach oznaczono od 2,35 % do 5,13 % kwaséw
fenolowych.

W przypadku poréwnania sumarycznej zawartosci kwasow fenolowych
w stosunku do warto$ci Sredniej wykazano, ze na pigtnascie badanych prob
dziesig¢ miesci si¢ w tolerancji +25 %, natomiast wszystkie w tolerancji
+50 %.

We wszystkich badanych probkach wystepowalo wysokie stezenie
kwasu p-kumarowego, ktorego zawarto$¢ byla od dwa do dziesie¢ razy
wyzsza niz pozostatych kwasow fenolowych. Podobne wyniki uzyskali takze
inni badacze w odniesieniu do polskiego propolisu (20, 105).

Kwasy kawowy, ferulowy 1 p-kumarowy byly takze przedmiotem
wczesniejszych badan w probkach propolisu pochodzacych z Niemiec,
Francji, Austrii (38), Butgarii (9), Albanii (10) a takze Urugwaju, Chin
1 Brazylii (36, 12, 28). Analizujac dostepne w licznych pracach wyniki mozna
stwierdzi¢, ze stezenie omawianych kwasdéw, ich wzajemny stosunek oraz
wspotwystepowanie z innymi kwasami fenolowymi jest zalezne od
pochodzenia propolisu.

W badaniach biologicznych wykazano, ze roztwory porOwnawcze
kwasow fenolowych nie wykazywaly aktywno$ci przeciwbakteryjne;
w stezeniu 50ug/ml wobec szczepu wzorcowego Staphylococcus aureus,
podobnie jak mieszaniny modelowe, o stezeniu 1 proporcji sktadnikow
odpowiednio do ich zawartosci w koncentratach propolisowych oraz
w stezeniu kilkakrotnie wiekszym (tab.28, rys. 34).

Analiza korelacji pomie¢dzy zawartoscig kwasu kawowego, kwasu

ferulowego 1 kwasu p-kumarowego w badanych nalewkach propolisowych
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a oznaczong aktywno$cig przeciwbakteryjng nie wykazala statystycznie
istotnej zalezno$ci pomi¢dzy badanymi parametrami.

Wyniki tych badan sg zgodne z doniesieniami innych autoréw, wedtug
ktérych kwasy fenolowe posiadajg znikomag aktywno$¢ w odniesieniu do
Steptococcus mutans 1 Streptococcus sorbinus (41).

W przypadku badania wlasciwosci przeciwgrzybicznych kwasow
fenolowych istotng korelacj¢ stwierdzono w przypadku kwasu kawowego
(r=0,68).

W odroznieniu od stosunkowo stabej aktywnosci przeciwbakteryjnej
1 nieco wigkszej przeciwgrzybicznej, kwasy fenolowe wykazywaly wysoka
aktywno$¢ antyoksydacyjng wyrazong ilosciag mmol troloxu na 1 g masy
badanej substancji, ktorej wartos¢ dla najbardziej aktywnego kwasu
kawowego wyniosta 232 mmol/g.

Przeprowadzona analiza korelacji wykazala silng zalezno$¢ pomig¢dzy
zawarto$cig kwasu kawowego w nalewkach propolisowych a ich aktywnos$cia
antyoksydacyjng. Warto§¢ wspolczynnika korelacji, ktory okresla stopien
badanych zaleznosci wyniosta =0,81. W przypadku kwasu ferulowego
1 kwasu p-kumarowego nie stwierdzono zaleznosci istotnej statystycznie.

W trakcie prowadzonych badan wykazano, ze kwasom fenolowym
towarzyszg ich pochodne, z ktorych na uwage zastuguja niektore estry,
zwlaszcza ester 1,1-dimetyloallilowy 1 fenyloetylowy kwasu kawowego,
znane ze swoich wiasciwosci uczulajacych (83,84,87,88,98), jak réwniez
wlasciwosci antyoksydacyjnych (65,67), przeciwzapalnych (72,73), przeciw-
nowotworowych (43,81,82).

Zawarto$¢ badanych sktadnikow wyniosta odpowiednio od 0,23 % do
1,78 % estru fenyloetylowego kwasu kawowego oraz od 0,17 % do 1,08 %
estru 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego, sumarycznie od 0,35 % do

2,62 %.
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W odniesieniu do wartos$ci $redniej oznaczona zawarto$¢ estrow
kwasow fenolowych miescita si¢ w przedziale £25 % w dwoch nalewkach
a w przedziale £50 % w dziesi¢ciu nalewkach.

Majac na uwadze wspomniane dziatanie uczulajace omawianych
estrow nalezatoby postawi¢ pytanie czy 1 w jakim stezeniu substancje te
dziatajg uczulajaco.

Wedtug niektorych autoréw prog uczulajacy dla propolisu wynosi
powyze] 20 % jego zawartosci natomiast w odniesieniu do mieszaniny
estrow kwasu kawowego, w ktorej 54,2 % stanowi ester 1,1,-dimetyloallilowy
kwasu kawowego, 7,9 % ester fenyloetylowy kwasu kawowego, 28,3 % ester
3-metylo-3-butenylowy kwasu kawowego 1 4,3 % ester 2-metylo-2-
butenylowy kwasu kawowego, wynosi od 3 % do 10 % (83,84,87).

W przypadku estru fenyloetylowego stwierdzono istotng statystycznie
zalezno$¢ zarbwno w odniesieniu do aktywnosci przeciwbakteryjnej r=-0,59
jak 1 przeciwgrzybicznej r=-0,71. Stezenie estru 1,1-dimetyloallilowego
kwasu kawowego dobrze korelowato z aktywnoscia przeciwgrzybiczna,
r=-0,71.

Statystycznie istotng korelacje stwierdzono takze pomigdzy stezeniem
badanych sktadnikow a aktywno$cig antyoksydacyjng. Wspotczynniki
korelacji wynosily odpowiednio r=0,87 dla estru fenyloetylowego 1 =0,79 dla
estru 1,1-dimetyloallilowego kwasu kawowego.

Obok omawianych kwaséw fenolowych i ich estrow wazng grupe
zwigzkéw obecnych w propolisie stanowig flawonoidy. Stezenie tych
sktadnikow, oznaczone metoda spektrofotometryczng wynosito od 2,21 % do
6,69 % a rozrzut wynikdw w stosunku do sredniej zawartosci dla dziewieciu
nalewek miescit si¢ w zakresie £25 % a dla pigtnastu w zakresie +50 %.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci w przypadku
aktywno$ci przeciwbakteryjnej 1 antyoksydacyjnej w przeciwienstwie do

aktywnos$ci przeciwgrzybicznej r=-0,75, co jest zgodne z danymi innych
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autorow wedhug ktérych, flawonoidy wykazujg aktywnos¢ przeciwgrzybicza
w stosunku do Candida albicans (90).

W etanolowych ekstraktach  propolisowych  zidentyfikowano
1 oznaczono ilosciowo metodga HPLC pinocembryne, chryzyne, octan
pinobanksyny 1 galanging. Zawarto$¢ poszczego6lnych skladnikow wynosita
od 1,85 % do 6,82 % pinocembryny, od 1,58 % do 4,76 % octanu
pinobanksyny, od 0,51 % do 3,83 % galanginy 1 od 0,74 % do 4,15 %
chryzyny. Suma oznaczanych sktadnikéw wynosita od 6,18 % do 18,83 %.

Poszczegolne serie badanych produktow charakteryzowaty si¢ wicksza
zmienno$cig zawartosci badanych sktadnikow w poréwnaniu do kwasow
fenolowych. Stosujac przyjete kryterium oceny £25 % 1 £50 % w stosunku do
zawarto$ci $redniej, w trzech nalewkach 2z pigtnastu zawartos¢ tych
sktadnikow miescita si¢ w przedziale £25% a w pigtnastu w zakresie +50%.

Biorgc pod uwaga S$rednig zawarto$¢ oznaczanych sktadnikow
stwierdzono, ze stosunek stezenia pinocembryny, octanu pinobanksyny,
chryzyny 1 galanginy wynosit 2,9 : 1,5: 1,0: 1,0.

Pinocembryna, octan pinobanksyny, chryzyna i galangina oznaczone
zostaly roOwniez przez innych autorow w probkach propolisu europejskiego
(8,10,18,19), chinskiego, urugwajskiego (25,36), kanadyjskiego (11)
1 brazylijskiego (12), ktorzy wykazali, ze ich zawarto$¢ jest r6zna 1 zalezy od
pochodzenia produktow (10,11,18,25,36).

Badania aktywno$ci przeciwbakteryjnej poszczegdlnych skladnikow
oraz ich mieszanin modelowych wykazaly, ze pinocembryna, galangina,
chryzyna i octan pinobanksyny nie sg aktywne przeciwbakteryjnie w stezeniu
50 pg/ml. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng stwierdzono natomiast w przypadku
mieszaniny modelowe] My o dziesigciokrotnie wigkszym  st¢zeniu
omawianych sktadnikdw niz oznaczone w najbardziej aktywnych frakcjach

propolisowych.
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Wyniki analizy korelacji, wykazaly jednak statystycznie istotng
zalezno$¢ r=-0,56 w przypadku galanginy.

Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze przeciwbakteryjnej
aktywnosci propolisu moga towarzyszy¢ inne sktadniki ich st¢zenie oraz
synergistyczne oddzialywanie na co zwracajg uwage inni badacze (41,91,92).

Potwierdzeniem tej hipotezy wydaja si¢ by¢ wyniki dla mieszanin
modelowych, ktore zawieraty galanging, octan pinobanksyny, pinocembryne
1 chryzyne, kwas kawowy, kwas p-kumarowy, kwas ferulowy oraz estry
kwasu kawowego. Aktywno$¢ wykazywala mieszanina modelowa P;
o zawartosci skladnikow 200% w stosunku do S$redniej ich zawartosci
w nalewkach propolisowych.

Znacznie lepsza korelacje uzyskano w ocenie aktywnos$ci
przeciwgrzybiczej analizowanych sktadnikéw, dla ktorej wspotczynniki
korelacji odpowiednio wyniosty r=-0,82 dla pinocembryny, r=-0,73 dla
octanu pinobanksyny, r=-0,75 dla chryzyny 1 r=-0,78 dla galanginy.

Zadawalajace korelacje uzyskano pomigdzy zawarto$cig oznaczonych
w nalewce propolisowej sktadnikoéw a aktywnos$cig antyoksydacyjng, ktore
wynioslty w przypadku octanu pinobanksyny r=0,85, chryzyny r=0,87 oraz
galanginy r=0,80 w odr6znieniu do pinocembryny, w przypadku ktorej nie
stwierdzono zaleznosci istotnej statystycznie r=0,27.

W poszukiwaniu zalezno$ci pomigdzy zawartoscig sktadnikow
oznaczanych ~w  ekstraktach  propolisowych a ich aktywno$cig
przeciwbakteryjng poszerzono badania o wyniki analizy frakcji otrzymanych
po chromatograficznym rozdzieleniu ekstraktow propolisowych, ktore
stanowily nalewki 4, 5 1 14 r6zniace si¢ ,,fingerprintem”.

W pierwszych frakcjach od 1 do 9 wykazano obecno$¢
7-metoksypinocembryny, octanu pinobanksyny, galanginy, pinocembryny
1 chryzyny, w dalszych, od 10 do 18, wystgpowatly kwasy fenolowe. Nalezy

podkresli¢, ze obok zidentyfikowanych skladnikow na chromatogramach
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wystepowaty inne piki §wiadczace o obecno$ci zwiazkow, ktore nie byly
przedmiotem dotychczasowych badan. Zwiazki te charakteryzowaty si¢
widmami absorpcji z charakterystycznymi maksimami absorbancji przy
2=310,8 nm, 308,9 nm oraz 312,7 nm.

Stad tez podjeto dalsze badania metoda GC-MS majace na celu ich
identyfikacje.

Opierajac si¢ na zarejestrowanych sygnatach 1 ich poréwnaniu
z biblioteka widm, stwierdzono obecno$¢ zwigzkow, z ktérych cztery
posiadaja identyczng mase¢ molekularng 232 a jeden 234. Widma masowe
zawieraly te same fragmenty a rdznity si¢ jedynie ich proporcja, co pozwala
przypuszczaé, ze sg to te same sktadniki, ktorych nie udato si¢ zidentyfikowaé
z uwagi na brak odpowiednich substancji porownawczych oraz danych
katalogowych. Z duzym prawdopodobienstwem stwierdzono natomiast
obecno$¢ w probkach badanych: alkoholu fenylometylowego, alkoholu
fenyloetylowego, 2,3-dihydrobenzofurnu, 2-propanonu-1-fenylu, 2-propenu-
lol,3-fenylu, 5-hydroksy-7-metyksyflawanonu. Sposrod wymienionych
sktadnikéw niektére byly takze opisane przez innych autoréow (6,94).

W kolejnym etapie zbadano aktywnos$¢ przeciwbakteryjng otrzymanych
frakcji a otrzymane warto$ci  odniesiono do wynikdw  analiz
fizykochemicznych.

Wigkszo$¢ uzyskanych frakeji propolisowych wykazywata aktywno$¢
przeciwbakteryjng i jest to potwierdzeniem hipotezy, ze aktywnos¢ propolisu
jest sumg aktywnos$ci wielu zwigzkéw. Jednak ich wptyw na aktywno$¢
przeciwbakteryjng jest rozny. Frakcje od 1 do 9, w ktérych oznaczono
iloSciowo pinocembryne, 7-metoksypinocembryne, chryzyne, galanging
1 octan pinobanksyny, byty znacznie bardziej aktywne niz frakcje 10 do 18,
w ktorych wystepowaty kwasy fenolowe.

Najbardziej aktywne byly frakcje 5 1 6 w nalewce propolisowej nr 4
(18 pg/ml 1 22 pg/ml), frakcja 6 w nalewce 5 (36 pg/ml) oraz frakcje 6 1 7
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w nalewce propolisowe nr 14 (29 ug/ml i 29 pg/ml). W wyniku szczegdtowe;j
analizy danych stwierdzono, ze maksymalna zawarto$¢ sktadnikow
zidentyfikowanych, tj. pinocembryny, octanu pinobanksyny, chryzyny
1 galanginy we frakcjach aktywnych, rozpatrywanych pojedynczo jak réwniez
jako suma nie idzie w parze w maksymalng aktywnos$cig przeciwbakteryjna.

Potwierdzeniem powyzszych spostrzezen byly wyniki badania
aktywno$ci przeciwbakteryjnej mieszanin modelowych o zawarto$ci
sktadnikoéw poréwnywalnej do zawartosci w frakcjach najbardziej aktywnych.
Badane mieszaniny nie wykazywaly aktywno$ci przeciwbakteryjne;.
Aktywno$¢ przeciwbakteryjna stwierdzono jedynie w przypadku mieszaniny
modelowe] My o dziesigciokrotnie wigkszym stezeniu skladnikow. Zatem
aktywno$¢ przeciwbakteryjna badanych frakcji zalezy réwniez od innych
sktadnikow.

Badania metodami HPLC 1 GC-MS wykazaty w frakcjach najbardziej
aktywnych zwigzki chemiczne o masie molekularnej 232 1 234 oraz inne
zidentyfikowane jako alkohole aromatyczne, 2,4-dihydrobenzofuran,
2-propen-1-ol,3-fenyl, 2-propanon-1-fenyl, ktére moga by¢ odpowiedzialne
za aktywno$¢ przeciwbakteryjng.  Potwierdzenie tego przypuszczenia
wymaga jednak poszerzonych badan.

W oparciu o uzyskane wyniki ustalono zakres badan, ktory moze by¢
wykorzystany do oceny fizykochemicznej ekstraktow propolisowych,
w odniesieniu do identyfikacji, oceny czysto$ci 1 oznaczenia zawartosci

wybranych sktadnikow (tab. 37).
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Tabela 37. Proponowany zakres badan ekstraktow propolisowych

Kryterium Parametr Limit
tozsamos¢ analiza TLC potozenie 1 intensywnos$¢ plam roztworu
badanego powinna odpowiada¢ plamom
roztworéw poréwnawczych pkt. 5.3
analiza HPLC czasy retencji 1 widma absorpcji powinny
by¢ zgodne dla odpowiednich sktadnikow
stanowigcych  przedmiot badania na
chromatogramach roztworéw badanych i
poréwnawczych
czystos¢ a) zawarto$¢ sktadnikow
uczulajacych:
- ester 1,1-dimetyloalli- | 0,17% - 1,08%
lowy kwasu kawowego
- ester fenyloetylowy | 0,23% - 1,78%
kwasu kawowego
b) metale cigzkie
- olow <0,4 mg/kg
- kadm <0,1 mg/kg
¢) sucha pozostatos¢ > 60 %
zawartos¢ a) kwasy fenolowe

- suma

- kwas kawowy

- kwas p-kumarowy

- kwas ferulowy

b) flawonoidy (metoda
spektrofotometryczna)

c)

- pinocembryna

- octan pinobanksyna

- chryzyna

- galangina

2,41 % - 5,13 %
0,23 % - 1,26 %
1,45 % - 3,42 %
0,26 % - 1,58 %
2,21 % - 6,69 %

1,85 % - 6,82 %
0,91 % - 4,87 %
0,55 % - 3,83 %
0,74 % - 4,15 %
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Aktywnos$é a) aktywnos¢

biologiczna przeciwbakteryjna 50 pg/ml - 155 pg/ml
b) aktywno$¢
przeciwgrzybicza 181ug/ml - 933 pg/ml
Aktywno$¢ mmol troloksu na gram
antyoksydacyjna | produktu 49,5 - 78,0
(metoda CUPRAC)

Wyniki zebrane w tabeli stanowig jedynie dane uzyskane w trakcie
przeprowadzonych badan, ktore nalezy traktowa¢ jako wytyczne do
ewentualnych dalszych badan zmierzajacych do okre$lenia wymagan dla
uzyskania produktu o znacznie wezszych zakresach  zawartosci
poszczegdlnych sktadnikow.

Przemawiaja za takim podejSciem wyniki badania aktywnosci
przeciwbakteryjnej ekstraktow propolisowych (tab. 25 1 26), ktore pomimo
zréznicowanej zawarto$ci sktadnikow bedacych przedmiotem badan
wykazuja podobng aktywnos¢ wobec Staphylococcus aureus. Znacznie
wicksza zalezno$¢ wystepuje w przypadku aktywnos$ci przeciwgrzybicznej 1
antyoksydacyjnej, ktore wydajg si¢ by¢ bardziej zalezne od rodzaju i1 stezenia
oznaczanych sktadnikow.

Zdajac sobie sprawe¢ z powaznych trudnosci jakie wystepuja
w ocenie produktéw pochodzenia naturalnego, w ktérego sktadzie wystepuje
wiele zwigzkbw o podobnych witasciwosciach  fizykochemicznych
1 biologicznych a takze dziataniu niepozadanym, podjete w pracy doktorskiej
badania wnoszg istotne wartosci poznawcze w odniesieniu do sktadu
produktu oraz poszerzenia wiedzy na temat zaleznosci aktywnosci

biologicznej 1 antyoksydacyjnej od zawartosci oraz rodzaju sktadnikow.
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WNIOSKI

1. Opracowano warunki oceny jakos$ci ekstraktow propolisowych w zakresie
badania tozsamoS$ci, czystosci 1 zawartoSci skladnikow wykazujacych

aktywno$¢ biologiczng 1 antyoksydacyjna.

2. Dokonano identyfikacji sktadnikow propolisu oraz zbadano ich udzial w
odniesieniu do aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej i

antyoksydacyjne;j

3. Opracowano nowe metody z wykorzystaniem HPLC do oznaczania
sktadnikéw o dziataniu terapeutycznym (kwas kawowy, kwas ferulowy, kwas
p-kumarowy, pinocembryna, octan pinobanksyny, galangina) 1 niepozagdanym

(ester 1,1-dimetyloallilowy 1 fenyloetylowy kwasu kawowego).

4. Metoda GC-MS potwierdzono obecno$¢ zwigzkoéw stanowigcych
przedmiot badania a ponadto zidentyfikowano: alkohol fenylometylowy,
alkohol  fenyloetylowy,  2,3-dihydrobenzofuran,  2-propanon-1-fenyl,
2-propen-1-ol,3-fenyl.

5. Wykazano dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne

1 antyoksydacyjne badanych ekstraktow propolisowych.

6. Stwierdzono, ze sktadniki oznaczone w ekstraktach propolisowych, uzyte
do badan w roztworach modelowych indywidualnie oraz w mieszaninach

wykazujg stabg aktywnos¢ przeciwbakteryjng.



133

7. Ustalono zakres badan do oceny zawartos$ci ekstraktow propolisowych
uzywanych do wyrobdéw farmaceutycznych 1 spozywczych, przy zachowaniu

tolerancji odchylen w odniesieniu do wynikdéw oznaczen.

8. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan wydaje si¢, ze powinny by¢
one dalej kontynuowane w relacji struktura-zawarto$¢-aktywnos$¢ biologiczna

1 antyoksydacyjna
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10. STRESZCZENIE

Przedmiotem badania s3 etanolowe ekstrakty  propolisowe
z obszaru Polski, ktore analizowano w celu ustalenia sktadu chemicznego
1 identyfikacji  zwigzkow  biologicznie  aktywnych. W  wyniku
przeprowadzonych badan zidentyfikowano 1 oznaczono kwas kawowy, kwas
p-kumarowy, kwas ferulowy, pinocembryng, octan pinobanksyny, galanging,
chryzyne oraz ester fenyloetylowy i 1,1-dimetyloalilowy kwasu kawowego.

Dla potrzeb prowadzonych badan opracowano metody analityczne,
ktore charakteryzowatly si¢ specyficznoscia, czutoscig, dobra precyzja
1 doktadnoscig oraz liniowoscig co wykazano podczas walidacji.

Obecne w probkach kwasy fenolowe to: kwas kawowy, kwas
p-kumarowy oraz kwas ferulowy. We wszystkich badanych prébkach
zawarto$¢ kwasu p-kumarowego byta wyzsza niz pozostatych kwaséw
fenolowych. Stezenie kwasu kawowego miescito si¢ w przedziale od 0,23 %
do 1,26 %, kwasu p-kumarowego od 1,45 % do 3,42 % a kwasu ferulowego
od 0,26 % -1,58 %. W sumie w analizowanych ekstraktach wyst¢gpowato od
2,35 % do 5,13 % kwasoéw fenolowych.

Zawarto$¢ flawonoidow oznaczono metoda spektrofotometryczng
1 otrzymano wartosci w przedziale od 2,21 % do 6,69 %.

Obok flawonoidéw oznaczonych metoda spektrofotometryczng
w etanolowych ekstraktach propolisowych stwierdzono 1 oznaczono
ilosciowo stosujac  metode HPLC pinocembryng, chryzyne, octan
pinobanksyny 1 galanging. Zawarto$¢ poszczegdlnych skladnikow wynosita
odpowiednio: 1,85 % do 6,82 % pinocembryny, 1,58 % do 4,76 % octanu
pinobanksyny, 0,51 % do 3,83 % galanginy 1 0,74 % do 4,15 % chryzyny.
Suma analizowanych zwigzkéw miescita si¢ w przedziale od 6,18 % do

18,83 %.
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Badaniami objg¢to takze estry fenyloetylowy 1 1,1-dimetyloallilowy
kwasu kawowego, ktére traktowane sg jako silne alergeny. Suma obydwu
sktadnikow wynosita od 0,35 % do 2,62 % w przeliczeniu na suchg mase.

Etanolowe ekstrakty propolisowe poddano badaniu aktywnos¢
przeciwbakteryjnej w odniesieniu do szczepu Staphylococcus aureus
1 przeciwgrzybicznej w odniesieniu do szczepu Candida albicans. Oznaczona
aktywno$¢ przeciwbakteryjna miescita si¢ w przedziale od 50 pg/ml do
155 pg/ml a aktywno$¢ przeciwgrzybicza od 181 pg/ml do 933 pg/ml.

Do zbadania wtasciwosci antyoksydacyjnych etanolowych ekstraktow
propolisowych zastosowano metode CUPRAC oparta na redukcji jonow
miedzi (IT) do miedzi (I). Wyniki podane zostaty w odniesieniu do troloksu,
jako substancji porownawczej, w przeliczeniu na gram propolisu. Badane
probki wykazywaty wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjng a uzyskane wartosci
miescity si¢ w przedziale od 49,45 mmol/g do 77,95 mmol/g.

Poré6wnano wyniki zawartosci poszczeg6lnych sktadnikoéw z wynikami
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybicznej 1 antyoksydacyjnej. Do
oceny postuzono si¢ bezposrednig analizg substancji wzorcowych oraz ich
mieszanin modelowych a takze zastosowano metody statystyczne.

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna, przeciwgrzybiczna i1 antyoksydacyjna
zalezy od wigce] niz jednej grupy zwigzkéw przy czym na podstawie
prowadzonych badan stwierdzono, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna tylko w
pewnym stopniu zalezy od zawartosci pinocembryny, octanu pinobanksyny,
chryzyny 1 galanginy, nie zalezy natomiast od zawartosci kwasow
fenolowych.

Na podstawie analizy korelacji stwierdzono silng zalezno$¢ aktywnosci
przeciwgrzybicznej od zawartosci flawonoidow, kwasu kawowego 1 jego
estrow, pinocembryny, galanginy, octanu pinobanksyny oraz chryzyny.

Najwigkszg aktywno$¢ antyoksydacyjng sposrod sktadnikow propolisu

posiadal kwas kawowy 1 jego estry oraz galangina.
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W poszukiwaniu zwigzkoéw aktywnych dokonano rozdzialu wybranych
nalewek na frakcje przy pomocy chromatografii kolumnowej a otrzymane
frakcje poddano analizie HPLC, GC-MS oraz ocenie aktywnos$ci
mikrobiologiczne;.

W ocenie produktow przeznaczonych do zastosowania w terapii obok
oznaczenia zawartosci sktadnikow czynnych uwzglednia si¢ takze badania
ogolne w zakresie czystosci, ktore musza byc¢ spetnione. Stad tez obok analizy
zwigzkow organicznych badaniami obje¢to takze skladniki nieorganiczne
dokonujac oznaczen miedzy innymi jondw miedzi, cynku, Zelaza oraz otowiu
1 kadmu.

Zawarto$¢ powyzszych sktadnikbw wynosita odpowiednio od
1,7 mg/kg do 2,6 mg/kg jonow miedzi, od 5,6 mg/kg do 31,6 mg/kg jonow
cynku oraz od 32,5 mg/kg do 42,4 mg/kg jondéw zelaza. Kadm stwierdzono
tylko w jednej prébce i zawarto$¢ jego wynosita 0,06 mg/kg natomiast
zawarto§¢ otowiu w badanych koncentratach miescita si¢ w zakresie od

0,12 mg/kg do 0,31 mg/kg.
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