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Propolis —kako dobro ga v resnici poznamor

Pia Berglez, Mitja Kolar

Sestavine za pridelavo propolisa nabirajo ¢ebele
na smolnatih delih rastlin, v zmerno toplem
pasu predvsem na topolu, kostanju, smreki,
brezi in drugih drevesih. Nabrano smolo nato
prenaajo v koskih zadnjih nozic in jo prede-
lajo z izlocki svojih Zlez (Sumenjak, 2011).
Najpomembnejsa naloga ¢ebel v éebelji druzini
je obramba panja in zas¢ita druzine, zato Cebele
propolis uporabljajo za premaz notranjih sten
panja in popravila satovja. Uporabljajo ga tudi
kot gradbeni material, s katerim zadelajo razne
razpoke in Spranje (Sumenjak, 2011).

Barva propolisa je odvisna od starosti in izvora
oziroma vrste rastlin, na katerih je bila smolna-
ta snov nabrana. V naravi se pojavljajo odtenki
od svetlo rumene, rdece in rjave do temno rjave
barve, pa tudi odtenki zeleno rumene in ze-
lene barve (Puc, KozZar, Treven, Korosec, 2018)
(slika 1). Tako poznamo brazilski zeleni in rdeci
propolis, ruski, pacifiski, sredozemski in druge
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vrste propolisa, ki se razlikujejo predvsem gle-
de na zemljepisno obmodje (Elflein, 2018).
Na vonj, kemijske lastnosti ter sestavo propo-
lisa vpliva predvsem vrsta rastlin. Tako lahko
ima propolis vonj po rastlinskih popkih, medu,
vosku, smoli ali vaniliji. Ima praviloma grenak
okus (Puc, Kozar, Treven, Korosec, 2018).

Na koli¢ino zbranega propolisa vpliva ve¢ deja-
vnikov: podnebne razmere, lega in prevladujoce
rastline v okolici &ebelnjaka. V enem letu
Cebele obicajno zberejo od 100 do 150 gramov
propolisa na druzino. Koli¢ina zbranega prop-
olisa je odvisna tudi od vrste Cebel: karpatska
ebela zbere do ve¢ kot 250 gramov na druzino,
druzina kavkaske cebele pa tudi do 1.000
gramov propolisa letno. Trdota propolisa je
odvisna od temperature: sveZe nabrani propolis
je mehek in lepljiv, pri temperaturi, niZji od 15
stopinj Celzija, pa postane trd, krhek in lom-
ljiv. Talis¢e propolisa je od 60 do 70 stopinj
Celzija, lahko tudi do 100 stopinj Celzija, in-

Slika 1: Razlicne vrste
propolisov in etanolna
izvlecka.
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tenzivno pa hlapi pri temperaturi, visji od 83
stopinj Celzija. Ko propolis zamrznemo, ostane
trd in lomljiv, tudi ¢e ga ponovno segrevamo.
Specificna gostota propolisa je od 1,112 do
1,136 grama na kubi¢ni centimeter.

Propolis ima lipofilne lastnosti, njegova top-
nost je odvisna od vrste, Cistosti in tempera-
ture topila, postopka raztapljanja (mesanja in
temperature) ter od velikosti delcev. Za raz-
tapljanje propolisa najpogosteje uporabljajo
sledeca topila: vodo, metanol, etanol, kloro-
form, diklorometan, eter in aceton, benzen
in vodne raztopine natrijevega hidroksida
(NaOH). Raztopine v acetonu, benzenu,
metanolu, 2-odstotnem natrijevem hidroksidu

in $e nekaterih drugih bazi¢nih topilih niso
primerne za uporabo na kozi in sluznicah (Puc,
Kozar, Treven, Korosec, 2018).

Propolis je sestavljen iz priblizno 50 odstot-
kov smol, 30 odstotkov voska, 10 odstotkov
eteri¢nih olj, 5 odstotkov cvetnega prahu in
drugih organskih snovi (5 odstotkov) (Ali¢
Kavtig, 2016). Taka sestava je znadilna za vse
viste propolisa, razlikuje pa se glede koncen-
tracij dolocenih zvrsti. Razlike v sestavi glede
na zemljepisni izvor so razvidne iz tabele I.

Tabela 1: Viste propolisa glede na zemljepisni izvor in pomembne biolosko aktivne spojine (Spenda/, 2014).

VRSTA
PROPOLISA

ZEMLJEPISNI [ZVOR

ZELENI Brazilija

RDECI

PACIFISKI

Kuba, Mehika, Brazilija

Tajvan, Indonezija

BIOLOSKO
AKTIVNE SPOJINE

flavoni, flavanoni, cimetna kislina
in njeni estri

prenilirane p-kumarinske kisline,
diterpenske kisline

flavoni in flavanoni
(drugacni kot v topolovem propolisu)

izoflavonoidi (izoflavoni, pterokarpani)

diterpeni (kisline tipa labdan)

G - prenilirani flavanoni

Izvlecki propolisa lahko vsebujejo
hidroksicimetne kisline in njihove estre,
stilbene, flavonoide  (flavonole, flavone,
flavanone, dihidroflavanole, halkone),
terpene, aromatske aldehide in alkohole,
mascobne kisline in B-steroide, to pa so tudi
najpomembnejSe organske spojine, ki so
v propolisu (Ali¢ Kavéi¢, 2016). Poznanih
in izoliranih je bilo ve¢ kot 300 sestavin z
biolosko aktivnostjo. Propolis vsebuje Se
kumarin, mascobne kisline in njihove estre,

mikrohranila (minerale: magnezij, kalcij, kalij,
natrij, baker, cink, mangan, Zelezo, srebro, cezij,
lantan, antimon, aluminij, vanadij in silicij
(Marcucci, 1995; Pasupuleti, Sammugam,
Ramesh, Gan, 2017), vitamine B1, B2, B6,
C in E (Pasupuleti, Sammugam, Ramesh,
Gan, 2017), aminokisline in encime (sukcinat
dehidrogenaza, glukozo-6-fosfataza, adenozin
trifosfataza in kislo fosfatazo (Puc, Kozar,
Treven, Korogec, 2018; Pasupuleti, Sammugam,

Ramesh, Gan, 2017)). Vsebuje lahko sledece
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flavonoide: pinocembrin, acacetin, krizin,
rutin, luteolin, kamferol, apigenin, miricetin,
katehin, naringenin, galangin in kvercetin, dve
pomembni fenolni kislini (slika 2) (kavno in
cimetno kislino), derivat stilbena (resveratrol)
in druge (Pasupuleti, Sammugam, Ramesh,

Gan, 2017).

Propolis uporabljamo v naravni obliki ali v
obliki izvleckov, takega dodajamo v zdravila,
dietetine pripravke, prehranska dopolnila
ali kozmeti¢ne izdelke (Puc, Kozar, Treven,
Korosec, 2018). Pred ekstrakcijo je treba prop-
olis ustrezno pripraviti. Odstraniti je treba
grobe delce in odvecen vosek ter ga zdrobiti v
manjse delce ali zmleti v prah. Kadar je propo-
lis preve¢ lepljiv, ga ohladimo, zamrznemo ali
pa povecamo sti¢no povrsino propolisa s to-
pilom tako, da ga mehansko preoblikujemo v
tanke listice ali trakove (Krell, 1996).

Namen ekstrakcije je odstraniti rastlinske
sekundarne metabolite od necisto¢ (na prim-
er Cebeljega voska) za analizo ali bioteste. Za

Slika 2: Od leve proti desni si sledijo p-kumarinska,
Jferulicna in kavna kislina.

HO.

O :

ekstrakcijo najpogosteje uporabljajo 70-odstot-
ni etanol. Tako pripravljene izvlecke lahko
posusimo za nadaljnjo uporabo. Obstajajo tudi
Stevilni alternativni ekstrakcijski postopki. Za
bioloske teste uporabljajo razli¢na topila: meta-
nol, razli¢ne etanolno-vodne mesanice (80-,
90- in 96-odstotne), glicerol, vodo, pa tudi di-
metilsulfoksid (DMSO). V vodi je topne man;
kot 10 odstotkov mase propolisa (Bankova,
Bertelli, Borba, Conti in sod., 2016).

Za ekstrakcijo razliénih bioaktivnih in drugih
komponent propolisa uporabljajo razli¢na to-
pila, nekatera od njih so skupaj s snovmi, ki jih
ekstrahiramo, zbrana v tabeli II.

HO

Tabela 11: Topila in komponente propolisa, ki jih dolocena topila ekstrahirajo (Wag/], 2013).

VODA METANOL ETANOL KLOROFORM | DIKLOROMETAN ACETON
antociani terpenoidi terpenoidi alkaloidi
saponini Creslovine flavonoidi terpenoidi
ksantoksilini totarol kumarin
kvasinoidi mascobne
laktoni kisline
flavoni
fenoni
polifenoli

polipeptidi lektini
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Ob  najpogosteje  uporabljeni  etanolni
ekstrakciji in maceraciji so bili za trdne
matrike razviti sodobni postopki za hitro in
ucinkovito ekstrakcijo organskih spojin z
mikrovalovi (MAE) in ultrazvokom (UE).
Z obema postopkoma je mogoce znatno
skrajsati ekstrakcijski ¢as in povecati izkoristek
ekstrakcije propolisa. Za fenolne spojine in
flavonoide se je ekstrakcija z mikrovalovi
pokazala kot zelo hitra ekstrakcijska metoda
v primerjavi z maceracijo in ekstrakcijo z
ultrazvokom, je pa zelo slabo selektivna,
dodatno pa so se ekstrahirale tudi znatne
koli¢ine voska, kar je nezazeljeno. Poleg tega
je daljde obsevanje z mikrovalovi povzrodilo
znizanje vsebnosti ekstrahiranih aktivnih
sestavin, verjetno zaradi njihove razgradnje.
Ekstrakcija z ultrazvokom se je pokazala
kot najucinkoviteja, upostevajo¢ izkoristek,
kratek ¢as ekstrakcije (30 minut) ter visoko
selektivnost (Trusheva, Trunkova, Bankova,
2007).
Za dolocanje kakovosti propolisa uporabljajo
sledeCe parametre: videz, barvo, vonj, okus,
strukturo, koncentracijo in fizikalno-kemijske
lastnosti (Puc, Kozar, Treven, Korosec, 2018).
Razli¢ne vrste propolisa imajo razli¢no kemijs-
ko sestavo, zato bi bilo treba oblikovati enotna
merila za standardizacijo in nadzor kakovosti.
Za posamezne vrste propolisa bi bilo smiselno
dolo¢iti posebna merila glede na koncentracije
bioaktivnih spojin oziroma sekundarnih me-
tabolitov, ki jih dologena vrsta vsebuje (Banko-
va, Bertelli, Borba, Conti in sod., 2016).
Po predlogu Mednarodne komisije za med (In-
ternational Honey Commission, IHC) so merila
kakovosti, ki naj se uporabljajo za vse vrste
propolisa ne glede na rastlinski izvor in vseb-
nosti sekundarnih rastlinskih metabolitov,
naslednji:

* koli¢ina snovi, ki se raztopi v 70-odstot-

nem etanolu (najmanj 45-odstotnem),

* vsebnost vode (najve¢ 8 odstotkov),
* vsebnost voska (razline priporocene

vrednosti),

 mehanske necistoce (najved 6 odstotkov),
* vsebnost pepela (najve¢ 5 odstotkov).

Za loCevanje in (ienje propolisa upora-
bljajo tekolinsko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (HPLC), tankoplastno kromato-
grafijo (TLC) in plinsko kromatografijo
(GC). Za dolotanje sestavin uporabljajo
masno spektrometrijo (MS), jedrsko mag-
netno resonanco (NMR) in sklopljeno plin-
sko kromatografijo z masno selektivno de-
tekcijo (GC-MS). GC-MS se uporablja za
dolo¢anje kemijske sestave propolisa, za kon-
trolo kakovosti in standardizacijo propolisa.
Za dolocanje kemijske sestave uporabljajo
$e tekocinsko kromatografijo, sklopljeno z
masno spektrometrijo (LC-MS). Masno
spektrometrijo uporabljajo za ugotavljanje
botani¢nega izvora in sestave propolisa. Je-
drska magnetna resonanca (NMR) s pri-
marno obdelavo podatkov in statisti¢nimi
metodami je uveljavljena
preucevanje propolisa, saj omogoca razvoj
dovolj uéinkovitih modelov za klasifikacijo
propolisa. Najboljsi rezultati so obi¢ajno pri-
dobljeni z 1H NMR. Za analizo mineralov
najpogosteje uporabljajo elektrotermi¢no
atomsko  absorpcijsko spektroskopijo
(ET-AAS) ali plazemske tehnike (ICP-OES
ali ICP-MS) (Puc, Kozar, Treven, Korosec,
2018).

Kontaminanti, ki jih najdemo v propolisu, so
predvsem ostanki pesticidov in snovi, ki se pri
Cebelarjenju uporabljajo za tretiranje cebel:
antibiotiki, akaricidi (sredstva za zatiranje
préic) in podobno (Elflein, 2018). Mejna
vrednost ostankov (MVO) je dolocena v
Evropski farmakopeji. Tabela II1 prikazuje
najpogostejse nezelene skupine onesnazil v
propolisu, ob tem pa so navedene $e analizne
metode, ki jih uporabljamo za dolocanje.
Pripisane so tudi meje dolocljivosti za
posamezno metodo.

metoda za
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Tabela I11: Analizne metode, ki jih uporabliamo za doloéanje nezelenih skupin onesnazil v propolisu (Elflein, 2018).

NEZELENE SKUPINE ONESNAZIL

ANALIZNE METODE

MEJA DOLOCLJIVOSTI (LOQ)

antibiotiki

GMO

LC-MS/MS, LC-HRMS

PCR

< 2 pg/kg (neobjavljeno)
< 0,1 do 0,5 pg/kg (prepovedano)

0,01 %

tezke kovine

ICP-MS, ICP-OES, ET-AAS

0d 0,001 do 0,01 mg/kg

Antioksidativni u¢inek propolisa je pogojen
predvsem s prisotnostjo fenolnih kislin
(rozmarinske,klorogenske,kavneinferuli¢ne
kisline) in fenolnega aldehida wvanilina,
drugi viri navajajo tudi hidroksicimetne
kisline in njihove estre, fenetil ester kavne
kisline, ester cimetne kisline ter flavonoide
(kampferol, kvercetin, galangin, tektokrizin,
genkvanin, 5-hidroksi-4,7-dimetoksiflavon,
piloin in pinostrobin halkon) (Puc, Kozar,

Slika 3: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH?).

Treven, Korosec, 2018; Ali¢ Kav¢ig, 2016;

Zilius, Ramanauskien, Briedis, 2013).
Fenolne spojine prekinejo verizne reakcije
lipidov,  zavirajo  kemiluminescen¢ne

reakcije, lovijo razli¢ne reaktivne kisikove
zvrsti (ROS) in tako naprej (Fonseca in sod,
2011).

Fenolne kisline v propolisu so soodgovo-
rne za antioksidativno delovanje zaradi hi-
droksilnih skupin (na primer ene v kuma-

OoN

N/N

NO>

NO>
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rinski in feruli¢ni ter dveh v kavni kislini,
slika 2). V raziskavah neetanolnih izvle¢kov
(Kubiliene in sod., 2015) (vodnega izvlecka
brazilskega in tuskega propolisa) so ti izka-
zovali zmozZnost lovljenja 2,2-difenil-1-pi-
krilhidrazil radikala (DPPH-), HyO,, O
in *OH radikalov. DPPH?" je stabilen radi-
kal, ki lahko reagira s spojinami, ki donirajo
vodikov atom (slika 3).

Delovanje ekstrakta propolisa:

* zasCita pred dodatnimi celi¢nimi
poskodbami,

* za§Cita pred ultravijoli¢nim razpadom
glutationa,

* razli¢no pripravljeni izvlecki propolisa
se razlikujejo glede zmoznosti vezave
DPPH-radikalov, vodni izvlecki pa so
pokazali vi§jo antioksidantno aktivnost
kot etanolni izvlecki (slika 4) (Bankova,
Bertelli, Borba, Conti in sod., 2016).

oV

No °

O2N NO2

NO,

Slika 4: DPPHe se 0b vezavi z radikalom razbarva,

kar labko analiziramo spektrofotometricno.

RH —>

Zaradi protimikrobnih, protigliviénih in an-
tioksidantnih lastnosti propolis pogosto upo-
rabljajo v kozmeti¢nih izdelkih, na primer v
$amponih, ustnih vodah in zobnih pastah, kre-
mah,balzamih za ustnice in ostalih izdelkih, kjer
je bil iz propolisa predhodno odstranjen vosek
(Wagh, 2013). Stevilna porodila o propolisu
dokazujejo sirok spekter njegovega protibak-
terijskega delovanja. Pripisujejo ga: pinocem-
brinu, galanginu, pinobanksinu, pinobank-
sin-3-acetatu, p-kumarinski kislini in estrom
kavne kisline (Alic Kavci¢, 2016). Poleg Ze
nastetih lastnosti propolis deluje proti prhljaju
in gubam, ugodno deluje na lase, uporablja se
kot tonik, dezinficient (razkuzilo), konzervans,
deodorant in zasita pred ultravijoli¢nimi Zarki
(Krell, 1996). V raziskavah je bilo ugotovljeno,
da feruli¢na kislina, ki se nahaja v propolisu,
omogodi stabilizacijo vitamina C in prepreci
njegovo oksidacijo (Ingredients To Die For
a Aroma Alternatives® Ltd. Co., 2019).

oW

NH .
NO-
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Slika 5: Mesta, kjer bi propolis potencialno zaustavil
negativne vplive UVB-sevanja.

V kozmetiki se uporabnost polifenolov
poveluje, saj jim pripisujemo interakcije z
elektromagnetnim valovanjem, ki zmanjsajo
vpliv ultravijoli¢nega sevanja na kozo. Zavi-
ralno delujejo na vnetne procese, oksidativni
stres in poskodbe DNA (slika 5) (Gregoris
in sod., 2010).

Na antioksidativno uéinkovitost najbolj
vpliva prisotnost kavne kisline in njen-
ega derivata galangina. Drugi derivati so

prav tako dobri antioksidanti, a so prisot-
ni v zelo nizkih koncentracijah. Pripravek
za za§lito pred soncem bi moral vsebovati
do 4 odstotke kavne kisline, da bi dosegel
za§Citni faktor 20 (komercialno uporabljani
ultravijoli¢ni filter tinosorb S mora biti za
doseganje enake vrednosti zas¢itnega fak-
torja v izdelku prisoten v 10 odstotkih)
(Gregoris in sod., 2010).
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Slovaréek:

DMSO. Dimetilsulfoksid je organozveplova
spojina s kemijsko formulo CHHgOS.

HNMR. Protonska nuklearna magnetna resonanca
je spektroskopska metoda za dolo¢anje strukture,
ki izkoris¢a magnetne lastnosti vodikovih jeder

v molekulah.

Maceracija. Tehnoloski postopek, ki omogoca
podaljsani stik vzorca - propolisa z izbranim
topilom, kar je posebej pomembno za povisanje
izkoristka ekstrakcij.

MAE. Ekstrakcija z mikrovalovi je postopek
uporabe mikrovalov za segrevanje topil, kar olajsa
prehajanje komponent iz vzorca — propolisa -

v topilo.

Mednarodna komisija za med (International
Honey Commission, IHC). Ustanovljena je bila
leta 1990. Z njo so Zeleli ustvariti novi svetovni
standard o medu. Leta 1997 so prvi¢ izsle
harmonizirane metode Mednarodne komisije

za med.

MVO. Mejna vrednost ostankov je najvecja
koli¢ina snovi, ki lahko ostane v Zivilih, ko se
snov uporablja v skladu z navodili za uporabo,

in ne vpliva na zdravje ljudi.

ROS. Reaktivne kisikove zvrsti so zelo reaktivne
spojine, ki v svoji kemijski strukturi vsebujejo kisik.
Imajo pomembno vlogo v celi¢nem signaliziranju
in obrambnih mehanizmih proti $kodljivim
mikrooganizmom, v previsokih koncentracijah pa
povzrocajo oksidativni stres.

SPF. »Sun protection factor« oziroma za§¢itni
faktor je relativno merilo za ¢as, ko nas varovalni
pripravek za soncenje Se varuje pred UVB-zarki.
UE. Ultrazvo¢na ekstrakcija (tudi ekstrakcija

z ultrazvokom) je metoda, ki jo ponavadi uporabljajo
za ekstrakcijo iz trdnih vzorcev (trdna-tekoca
ekstrakcija). Na izkoristek ekstrakcije vpliva

ved spremenljivk (ultrazvona mog, frekvenca,
temperatura, lastnosti reaktorja in interakcije

med topilom in vzorcem).
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