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Odredivanje hemijskog sastava, antioksidativnih i antimikrobnih

svojstava propolisa topola tipa iz razlicitih regiona Srbije

Cilj ove doktorske disertacije je hemijska i funkcionalna karakterizacija propolisa
topola tipa koji potie iz razliCitih regiona Srbije primenom analitickih i tehnika za
odredivanje antimikrobne aktivnosti u kombinaciji sa multivarijantnim hemometrijskim
metodama.

Fenolni profili srpskog propolisa je odreden visokoefikasnom tankoslojnom
hromatografijom (High Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC) da bi se uocile
slicnosti, odnosno razlike izmedu uzoraka razli¢itog botanickog i geografskog porekla.
Ispitivani su fenolni profili propolisa iz regiona (Hrvatska, Slovenija) i nemackog kao
tipicnog zapadnoevropskog propolisa topola tipa u cilju poredenja sa srpskim. Na osnovu
dobijenih rezultata srpski propolis je klasifikovan prema botani¢kom poreklu na dva tipa.
Analiza glavnih komponenata je primenjena u cilju odredivanja fenola karakteristi¢nih za
srpski propolis i potvrde prisustva dva tipa propolisa.

Primenom visokoefikasne te¢ne hromatografije u kombinaciji sa linearnim trapom i
Orbitrapom MS/MS (Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)-Lineartrap
Orbitrap MS/MS) visoke rezolucije odreden je sadrzaj flavonoida karakteristi¢nih za
propolis topola tipa. Takode, razli¢ite klase fenolnih jedinjenja su identifikovane u srpskom
propolisu i odredeni fenolni markeri za oba tipa propolisa. Analiza glavnih komponenata je
primenjena na rezultate dobijene visokoefikasnom tecnom hromatografijom u kombinaciji
sa linearnim trapom i Orbitrapom MS/MS da bi se klasifikovali uzorci srpskog propolisa i
odredili fenolni markeri za oba tipa propolisa. Pored toga, analiza glavnih komponenata je
primenjena na masene signale (dobijene direktnom analizom u realnom vremenu, DART) u
cilju poredenja nemackog propolisa sa srpskim. Fenolni profil ekstrakata smola pupoljaka
topole kao potencijalnog botani¢kog izvora je odreden u cilju poredenja sa ekstraktima
propolisa.

Na osnovu ispitivanja apsorpcionih UV/VIS spektara i ciklicnih voltamograma

srpskog propolisa uoceno je prisustvo dva tipa propolisa. Parametri izvedeni iz cikli¢ne



voltametrije ukazuju na razlike u fenolnom profilu i antioksidativnim svojstvima izmedu
dva botanicki razliCita tipa srpskog propolisa. Multivarijantne metode primenjene na
UV/VIS spektre i ciklicne voltamograme potvrduju rezultate dobijene na osnovu
hromatografskih ispitivanja.

Etanolni ekstrakti srpskog propolisa klasifikovani na osnovu HPTLC su dalje
ispitivani u cilju odredivanja ukupnog sadrzaja fenola, ukupnih flavonoida i relativnog
antioksidativnog kapaciteta. Korelacijom ukupnog sadzaja fenola i antioksidativne
aktivnosti moguée je utvrditi doprinos pojedinacnih fenolnih jedinjenja antioksidativnoj
aktivnosti.

Sadrzaj esencijalnih i toksi¢nih elemenata je odreden primenom indukovano
kuplovane plazme sa optickom emisionom spektroskopijom. Na osnovu sadrzaja toksi¢nih
metala i metaloida, kao indikatora zagadenja zivotne sredine, uocena je mala zagadenost.
Sa druge strane, utvrdena je raznolikost u geografskom poreklu medu uzorcima srpskog
propolisa.

Tehnike za odredivanje antimikrobne aktivnosti pojedinacno i u kombinaciji sa
multivarijantnim metodama ukazuju na razlike u aktivnosti srpskog propolisa prema Gram-
pozitivnim 1 Gram-negativnim bakterijama. Bioautografija je primenjena u cilju
identifikacije koje komponente iz propolisa su najodgovornije za antimikrobnu aktivnost
srpskog propolisa. Regresione multivarijantne metode su primenjene u cilju identifikacije

komponenata koje ispoljavaju dominatnu antimikrobnu aktivnost.

Kljucne reci: srpski propolis, fenolni profil, HPTLC, UPLC-Orbitrap-MS/MS, cikli¢na
voltametrija, UV/VIS spektrofotometrija, multivarijantna analiza, antioksidativni kapacitet,
antimikrobna aktivnost
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Determination of chemical composition, antioxidative and antimicrobial
properties of poplar type propolis collected from different regions of

Serbia

The main goal of this PhD thesis was chemical and functional characterization of
poplar type of propolis using different analytical and techniques for determination of
antimicrobial activity in combination with multivariate chemomometric methods.

Phenolic profile of Serbian propolis was determined using HPTLC (High
Performance Thin-Layer Chromatography) technique in order to determine similarities and
differences bewteen samples according to their geografical and botanical origin. From the
obtained results, samples of Serbian propolis can be separated in two types according to
their botanical origin. Further, phenolic profile of Slovenian, Croatian and German
propolis, as typical representative of Western European type of propolis, were investigated
in order to get comparation with Serbian propolis. Principal component analysis was
applied in order to determine caractersitic phenol marker compounds in Serbian propolis.

Powerful ultra high-performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (UPLC-Orbitrap MS/MS technique) was apllied for determination of phenolic
profile of Serbian propolis, and quantification of caracteristic phenol marker compounds in
Serbian propolis. Also, different classes of phenolic compounds were identified in Serbian
propolis and detremined caracteristic phytochemical markers of both types of propolis.
Principal component analysis was applied on quantified phenols in order to verify two
types of propolis, and determine phenol marker compounds. Principal component analysis
was applied on samples of German propolis and mass signals obtained from direct analysis
in real time technique, were used as variables.

UV/VIS spectra and cyclic voltammetry also conformed existence of two types of
Serbian propolis. Results obtained from cyclic voltammetry show differences between
phenol content and antioxidative capacity among these botanically different types of
propolis. Multivariate analysis was applied on UV/VIS spectra of propolis, and those

results confirmed presence of two types of propolis. Phenolic profille of polpar buds, as one



of potential botanical source of propolis, were determined in order to compared them with
propolis extracts.

Etanolic extracts of Serbian propolis classified by HPTLC study, were investigated
in order to determine total phenol content, content of flavonoids and antioxidative capacity
of extracts. By correlating the contents of total phenolics and antioxidant activity it is
possible to determine the contribution of phenolic compounds on antioxidant activity.

Content of essencial and toxic metals and metaloids was determinated by
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry. Results obtained in this way
can be indicator of environmental pollution. Also, from the determination of metal content
can be concluded which metals are characteristic for propolis of different geographical
origin.

Disc diffusion method and minimal inhibition concentration assay show different
antimicrobial activity of Serbian propolis against Gram-positive and Gram-negative
bacteria. Multivariate analysis shows differences between antimicrobial activity among two
types of propolis. Bioautography was applied in order to identify phenolic compounds
inpropolis which posses antimicrobial activity. Multivariate regression methods were used

to identify the components that predominantly exhibit antimicrobial activity.

Keywords: Serbian propolis, phenolic profile, HPTLC, UPLC-Orbitrap-MS/MS, cyclic
voltammetry, UV/VIS spectrophotometry, multivariate analysis, antioxidative and
antimicrobial activities

Scientific field: Chemistry
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UDC Number: 543



SADRZAJ

2. OPSTIDEQO eeeeeeeeeeerereresesesesesssssssssssssssssnenssesensasassssessasssssssssssssssssasees &

2.1. Propolis KrOZ ISTOTTJU ...veuvieeeiiriiisii ettt bbbt e 4
2.2. Prikupljanje PropoliSa........cocociriiiiieisiieeieeeit sttt e 5
2.3. Botanicko i geografsko poreklo propOLiSQ .............ccvciviiiiciciiniiniene e 6
2.4. HemijSKi SAStAV PrOPOLISA......cvriiiriieieirieeitte sttt 9
2.0 VOSK ...ttt bbbt b e eh et er e 10
2.4.2. Fenolna jedinjenja Karakteristicna za propolis ... 10
2.5. BiOlOSKa SVOJSEVA PIOPOLISA. .....cucuieiiriririie ettt ettt 14
2.5.1. Antimikrobna aktivNoSt PrOPOLISAL........coeuereiiriieisire ettt 14
2.5.2. Antioksidativna aktivnost PropoliSa .........cccvivirririesicieienet et 14
2.6. Kontrola kvaliteta i standardizacija propoliSa ........c.oeveerieeeieneinenisesie e 16
2.7. Analiticke metode za ispitivanje hemijskog sastava propolisa .............cc.ooecvvvcninccinncenn, 17
2.7.1. Tankoslojna hromatografija ........coceveeeeiniine e 17
2.7.2. MaSeNa SPEKLIOMELITJA .....cueviriiririieeetee ettt eb et 20
2.7.3. UV/VIS spektrofotometrijsko ispitivanje propolisa..........cccovevvrnieeeeieneninesneesenenas 26
2.7.4.Ciklicna voltametrija fenolnih jedinjenja.............couioiiniiiiniiiens s 29
2.7.5. Odredivanje Sadrzaja MEtALA .................cceoeeeiveeineiieseseee st 30
2.8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti PropoliSa..........c.uveuireieieeieieeieee e 31
2.8.1. Disk difUzZioNi METOM .......cveuieiiiriies ettt 31
2.8.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, minimal inhibition
CONCENTFALION) 1.vivieietes ettt ettt ettt e et et es et e ettt es 32
2.8.3. BIl0AULOGIATiJa.....cveeiiieeieieeie sttt st e e s 32
2.9. HemMOMEITJSKE MELOUE. ... cuviveieiieeeieiisie ettt es s 34
2.9.1. Analiza glavnih komponenata (PCA) .......ccviiiieeiresesieese et 34
2.9.2. Klasterska analiza i toplotna MaPa........ccccerrvereririeennieeiee e 35
2.9.3. Metoda delimicnih najmanjih kvadrata (PLS) i metoda delimicnih najmanjih kvadrata sa
diskriminantnim pristupom (PLS=-DA) .....cccveiiirieieieieieiee e esess e sss e sss e sre e ssse e nens 36
2.9.4 . Linearna diskriminanta analiza, LDA .........oo oot eeeeese st eses st e e sreesse e snneens 37

2.9.5. Priprema slike hromatograma za multivarijantnu analizu............c.ccooveeiiiennnnnennn, 37



3. EKSPERIMENTALNI DEQ.....cuuiiennnnsncsnnnnessnnsssessnnssncssncses 39

3L REAGENSI....ceutiteniet ettt bbb e bRt b e er et 39
B2 EKSIIAKCIJA ...t cveveereieesi ettt bbb bbbt eb st 40
3.2.1. EKSrakCija PrOPOTISA......cueuieiriiririieesiet ettt ettt bbbttt 40
3.3. Visokoefikasna tankoslojna hromatografija srpskog i nemackog propolisa...............ccccoeuen. 41
3.3. 1. Prevodenje slike u matricu podataka za multivarijantnu analizii ...............ccccoeeeeenenn, 42
3.4, MaSENA SPEKEIOMELITJA ..vvveveetiesieere ettt 43
3.4.1. UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS primenjena u analizi propolisa.........c.ccccceeenevrrrinerinennn. 43
3.4.2. Direktna analiza u realnom vremenu (Direct analysis in Real Time, DART) primenjena
U BNATIZE PIOPOTISA ...eveeeeeiiieire bbbt 44
3.5. Spektrofotometrijsko ispitivanje Srpskog PropoliSa..........coceeveereinnninnieesieeeee s 45
3.5.1. Odredivanje relativne antioksidativne aktivnosti srpskog propolisa DPPH................... 45
3.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u propoliSu ..............cccevvuvonsieiinininscnseesiens 45
3.5.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u Srpskom propolisu ..........cceecveccnvceinninnns 45
3.6. Ciklicna voltametrija u analizi fenolnih jedinjenja iz propOliSa...........ccooovivrincincciecnenn, 46
3. 7. Indukovano kuplovana plazma u analizi elemenata u propolisu...........cccccoevevrrninriesnicenens 46
3.7.1. MikrotalaSna dieStij...........cooovveiniiieiiiiieeeieiieeee st 46
3.7.2. ANALIZA METAIA ... 46
3.8. Antimikrobna aktivnost ProPOliSa.........cccviriiiniiiiriii st 47
RIS T8 I - L T - L TP 47
3.8.2. Medijumi za gajenje DAKLEITJa ......ccvvereirereririce e s 47
3.8.3. Antibiotici i reagensi koriSCeni u MIC teSTU: .......ccucevioervieiniensi s 48
3.8.4. Pripremanje prekonocnih kultura bakterija..............ooeveoiniiincinieninne e 48
3.8.5. DisK difUzZIONi TESE ......ooviiiiecre s 49
3.8.6. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) .........cccccooovevivneennciieiicenn, 49
3.9. MUIIVATTJANTNE MELOUE......eov ittt es e ens 51

4. NAST RADOVT aeeeeeeeeeeeseessesssesssssssssssesssssssesssssssssssssssssssnsnssssenecs 32

4.1. Fenolni profil srpskog propolisa odreden visokoefikasnom tankoslojnom hromatografijom 52
4.1.1. Fenolni profil srpskog propolisa na osnovu profila dobijenog ispitivanjem slike HPTLC

0] o 1 F= N[0T =L 1T OSSOSO 58
4.1.2. Multivarijantna analiza slike hromatograma srpskog propolisa.........c.cccooveeeeieieninnes 60
4.1.3. Klasifikacija srpskog, slovenackog i hrvatskog propolisa zasnovana na HPTLC analizi

.......................................................................................................................................................... 70
4.1.4. Multivarijantna analiza nemackog propolisa zasnovana na HPTLC ...........cccccevvennnee. 72

4.2. Spektrofotometrijsko ispitivanje fenolnog profila srpskog propolisa..........cccccverreeeenicnnee 76



4.2.1. UVIVIS SPEKLIT PrOPOLISa .....covviveiiieciiiiert ettt 76

4.2.2. Multivarijantna analiza UV spektara propolisa...........ccoovrrniceieeienneneseeeieas 78
4.3. Ispitivanje fenolnog sastava i antiokidativne aktivnosti propolisa ciklicnom voltametrijom .79
4.3.1. Ispitivanje ciklicnih voltamograma i antioksidativne aktivnosti propolisa ...................... 79
4.3.2. Multivarijantna analiza rezultata dobijenih ciklicnom voltametrijom...............ccovuuue. 84

4.4. Odredivanje fenolnog profila srpskog propolisa primenom orbitrap masene spektrometrije85

4.4.1. Identifikacija fenolnih JEAINJENJA ......c.ccooiriiirccree e 85
4.4.2. ldentifikacija flavan-3-01a.........ccccceeiiiinice e 87
4.4.3. 1dentifikacija flaVONOIa..........coveviiiieiiier e 87
4.4.4. ldentifikacija flavanonOIa ...........ccoceiiniii e 88
4.4.5. 1dentifikacija flaVONA...........ovviieiieec e 88
4.4.6. 1dentifikacija flaVANONA. .........cc.ceriieeiiiier et 88
4.4.7. 1dentifikacija glIKOZIAA ........c.ooveveiiieciee e 89
4.4 8. ldentifikacija fenolnih gliCerida...........coirriccceccr e 91
4.4.9. ldentifikacija derivata kafeinske kiseline i neidentifikovana jedinjenja ..........c.c.coceovueunee 97
4.4.10. Kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja u uzorcima propolisa ...........c.coeeeeeneicnnnene. 99
4.4.11. Multivarijantna analiza sprskog propolisa na osnovu sadrzaja fenola..............c......... 101
4.4.12. Multivarijantna analiza nemackog propolisa zasnovana na DART................cccveuennn. 102
4.5. SadrZaj ukupnih fenola, flavonoida i relativna antioksidativna aktivnost ...........c.cc.c.covevnnn. 108
4.5.1. SadrZaj ukupnih fenola i flavonoida..........cccoeeveiiii i 108
4.5.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti propoliSa .............c.coeevoveoiiiniinniiinicnnneens 108
4.5.3. SadrZaj metala i metaloida u Srpskom PropoliSU........cceeereinneinninieie e 114
4.6. Odredivanje antimikrobne aktiviosti DFOPOLISQ............ccccovueiiiiieiiniiciisnenes s 118
4.6.1. Disk-Aifuzioni METOG........oiviveeiiieeeiiiei bbb 118
4.6.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) .........ccccoovvevvnnevinncenennenn, 121
I 1 To = LU (o1 | -V T O TP 128
4. 6.4. Procena antimikrobne aktivnosti primenom HPTLC metode i multivarijantnih tehnika
........................................................................................................................................................ 130
4. 6. 5. Veza izmedu antimikrobne aktivnosti i HTPLC rezultata.............cccoovvvvecenevnvcnnnnnnn, 132

5. ZAKLJIUCAK ..ueeeveeeeeeererevesesesesssssssessssssssssessssensasnsassensssasasnsasasssnsass 139
6. REFERENCHE. ... oeeeeeeeseesesesssesssssssssssssessessssssssessassssesssssnensassssesseses 142
7. PRILOG aaeeeeeeveeeeeeseesesesssssssssssssssnsssssssssesssssssssssssasassssssssnenssssssssseses 153



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

1. UVOD

Poslednjih godina raste interesovanje za ispitivanjem hemijskog sastava i
farmakoloskih svojstava propolisa u sinergiji sa primenom prirodnih proizvoda u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Propolis pokazuje Sirok spektar
bioloskih dejstava (antimikrobno, antioksidativno, antiinflamatorno, imunostimulatorno,
antikancerogeno) te se od davnina koristi u narodnoj medicini.

Hemijski sastav propolisa, kao i sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja u njemu, zavisi
od njegovog botanickog i geografskog porekla, vrste pcela, kao i godisnjeg doba u kojem se
prikuplja propolis. Zbog prethodno navedenog, razvoj pouzdanih analitickih metoda u
kombinaciji sa sofisticiranim multivarijantnim statistickim metodama za procenu
autenticnosti 1 sistematsku karakterizaciju propolisa je aktuelna oblast fitohemije i
prehrambene hemije.

Pregledom najnovije literature namece se zakljuc¢ak da srpski propolis do sada nije
sistemati¢no proucavan. IstraZivanja i rezultati dobijeni u okviru ove doktorske teze su
teznja za temeljnim 1 sistematiCnim izucavanjem propolisa i davanjem smernica za
uspostavljanje standarda kvaliteta propolisa iz Srbije i njegov plasman na domacem i
evropskom trziStu. Za ispitivanje hemijskog sastava propolisa se uglavnom koriste
hromatografske tehnike kao Sto su visokoefikasna te¢na hromatografija (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) i gasna hromatografija (Gass Chromatography, GC) u
kombinaciji sa masenim i ultraviolentnim detektorima. Medutim, zbog niza prednosti kao
Sto su brzina, niska cena i jednostavnost, visokoefikasna tankoslojna hromatografija (High
Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC) je zauzela znacajno mesto u
ispitivanju fenolnog profila propolisa u zavisnosti od njegovog botanickog i geografskog
porekla. Glavni nedostatak vizuelnog ispitivanja HPTLC fenolnog profila je subjektivnost
analitiCara. Za razliku od klasicnog pristupa, multivarijantne hemometrijske metode
omogucéavaju ispitivanje fenolnog profila zasnovano na preciznim matematickim

modelima. Metode multivarijantne analize, kao Sto su analiza glavnih komponenata
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(Principal Component Analysis, PCA), klasterska analiza (Cluster Analysis, CA) i druge su
koris¢ene za klasifikaciju uzoraka propolisa prema botanickom i geografskom poreklu.
Takode, poredenjem fenolnog profila propolisa sa fenolnim profilom smola pupoljaka
topole odredeno je botani¢ko poreklo srpskog propolisa.

Pored fenolnog profila, sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativni
kapacitet su osnovni pokazatelji kvaliteta propolisa. Ovi parametri se uglavnom odreduju
spektrofotometrijskim metodama. Potrebno je naglasiti da u danasnje vreme i
elektrohemijske metode zauzimaju znac¢ajno mesto u ispitivanju antioksidativnog kapaciteta
propolisa, prvenstveno zbog brzine i niske cene analize. Pored navednog, sadrzaj
esencijalnih 1 toksi¢nih elemenata u propolisu ukazuje na stepen kvaliteta i bezbednost
upotrebe propolisa. S obzirom da deo toksicnih metala prisutnih u propolisu potice iz
zivotne sredine, odredivanje njihovog sadrzaja u propolisu predstavlja pouzdan indikator
zagadenja zivotne sredine. Kako svi prethodno pomenuti parametri odreduju kvalitet i
bezbednost primene, konkretno srpskog propolisa, ovo istazivanje bi moglo biti osnov za
podsticaj povecane primene propolisa u industriji i, posledi¢no, poveéane ukupne
proizvodnje propolisa.

Uprkos razlikama u hemijskom sastavu izmedu razli¢itih tipova propolisa,
uslovljenim razli¢itim botanickim i1 geografskim poreklom, propolis ispoljava snazno
antimikrobno dejstvo. Ovakva ispitivanja su znacajna u pogledu primene propolisa kao
prirodnog konzervansa u prehrambenoj industriji. Kao metode za odredivanje antimikrobne
aktivnosti propolisa primenjuju se disk-difuziona metoda i esej za odedivanje minimalne
inhibitorne aktivnosti (Minimal Inhibition Concentration, MIC). Osim toga, identifikacija
pojedinih komponenata propolisa koje poseduju antimikrobna svojstva omogucéena je
tehnikom bioautografije [1].

Kao kratak rezime prethodno navedenog, moze se podvuéi da je cilj istrazivanja ove
doktorske disertacije ispitivanje hemijskih, antioksidativnih i antimikrobnih svojstava
srpskog propolisa primenom razli¢itih hromatografskih, spektroskopskih, elektrohemijskih
i hemometrijskih metoda. Metode multivarijantne hemometrijske analize su koris¢ene u
cilju utvrdivanja veze izmedu glavnih konstituenata srpskog propolisa i njihovog

botanickog i geografskog porekla. Takode, jedan od ciljeva ove teze jeste da se poredenjem
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hemijskih svojstava propolisa iz Srbije, Hrvatske, Slovenije, Nemacke i drugih evropskih
zemalja, daju smemice u razvoju nove, pouzdane analiticke procedure za procenu

autenti¢nosti evropskog propolisa.
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2. OPSTI DEO

2.1. Propolis kroz istoriju

Re¢ propolis potice od grékih reci ,,pro“, sto znaci pre, ispred i ,,polis, §to znaci
grad, zajednica. Ulaz u pcelinju kosnicu je oblepljen propolisom, §to ukazuje na poreklo
reCi propolis - “ispred grada“. Propolis ima znacajnu ulogu u pcelinjem drustvu i pcele ga
koriste kao gradivni materijal za zatvaranje oSte¢enja i pukotina na kosnici. Unutrasnji
zidovi koSnice su oblepljeni propolisom $to obezbeduje Cistocu i sterilnost, zastitu od
Steto¢ina 1 spoljasnjih faktora. Uginule pcele i tela uginulih StetoCina pcele oblazu
propolisom, tako se sprecava njihovo raspadanje, a samim tim i eliminiSe izvor potencijalne
infekcije pcelinjeg drustva [2].

Propolis (pcelinji lepak) je lepljiva prirodna supstanca koja se dobija tako S$to pcele
radilice (Apis mellifera L.) prikupljaju smole sa pupoljaka, lis¢a, drveca, i mesaju ih sa
voskom i enzimima. Boja propolisa varira od zute do tamno smede, crvene ili zelene, $to u
mnogome zavisi od botanickog i geografskog porekla, kao i sezone prikupljanja smola [3,
4].

Jos su stari Egip¢ani primetili da pcele oblazu uginule Stetocine propolisom, te su ga
koristili kao sredstvo za mumifikaciju faraona. Gr¢ki filozof Aristotel pominje propolis u
svom delu ,,Historia animalium® kao sredstvo za leCenje ogrebotina i rana [2], dok su stari
Grei pravili parfeme mesajuci propolis sa biljnim uljima [4]. Drevni arapski lekar Avicenna
opisuje propolis kao supstancu jakog mirisa koja podstice kijanje. On je znao da ga pcele
koriste kao sredstvo za zatvaranje pukotina i o$te¢enja na kosnici [4]. Propolis je koris¢en
od strane drevne civilizacije Inka, koristili su ga kao sredstvo za snizavanje telesne
temperature [4]. Stari Rimljani su koristili propolis za pravljenje obloga za rane i prema
nekim podacima koji datiraju iz tog vremena, propolis je imao visu cenu od meda [2].

U XIII veku u knjizi ,,The Carbadini” autor preporucuje upotrebu propolisa protiv bakterija
zubnog karijesa (Caries dentium) [5]. Izmedu XVII i XX veka propolis je poCeo intenzivno

da se koristi u Evropi zbog svog antibakterijskog svojstva.
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Krajem XX i pocetkom ovoga veka raste primena propolisa u farmaceutskoj,
prehrambenoj i kozmetickoj industriji, te u skladu sa tim raste i interesovanje za ispitivanje

hemijskog sastava i bioloskih svojstava propolisa [2, 4].

2.2. Prikupljanje propolisa

Tokom evolucije pojavile su se razliite rase, pa i sojevi medonosnih péela (Apis
mellifera L.).

Danas je u naucnoj literaturi prihvac¢eno glediste po kojem se mogu razlikovati samo Cetiri
glavne rase medonosnih pcela, koje se morfoloski i geografski lako izdvajaju. To su:

- Apis mellifera mellifera - tamna (crna) holandska i nemacka medonosna pcela,

- Apis mellifera caucasica - kavkaska (tamna i zuta) medonosna péela,

- Apis mellifera ligustica - italijanska (Zuta) medonosna pcela,

- Apis mellifera carnica - kranjska (siva) medonosna pcela.

Na podru¢ju bivse Jugoslavije Apis mellifera carnica je zastupljena sa dva
varijeteta, “sivka” i banatska zuta pcela. UkrStanjem “sivke” i banatske pcele dobijeni su
posebni ekotipovi medonosnih pcela: sjenicko-pesterska, rasinska, Sarplaninska, homoljska,
goricka [6]. lako je karakteristi¢na za podruc¢je Makedonije i Grcke, najnovija istrazivanja
ukazuju na rasprostranjenost podvrste Apis mellifera macedonica na jugu Srbije [7].

Pcele uglavnom krajem leta i pocetkom jeseni prikupljaju lepljivi biljni material za
proizvodnju propolisa koji koriste za popunjavanje pukotina u kos$nici u cilju odrzavanja
mikroklime i boljeg prezimljavanja pcelinjeg drustva. Prema nekim autorima, samo
nekoliko pcela radilica ne starijih od 15 dana prikuplja biljni materijal. One prikupljaju
smolu tokom toplijeg dela dana, jer je tada smola mekana, i mesaju je sa pljuvacnim sokom
koji sadrzi enzime. Tako preradenu biljnu smolu pcele u kosnici mesaju sa voskom i dalje
koriste kao gradivni i zaStitni materijal [4]. Zbog antifungalnog, antimikrobnog i
antivirusnog svojstva, propolis ¢ini koSnicu jednom od najsterilnijih sredina u prirodi [8].
Tokom jednog leta, pcela radilica prikupi priblizno 10 mg propolisa. Jedno pcelinje drustvo

godisnje u proseku prikupi od 50 do 150 g propolisa [4].
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2.3. Botanicko i geografsko poreklo propolisa

Biljni materijal koji pcele prikupljaju i koriste u proizvodnji propolisa su smole,
lateks, gume 1 razlicite lipofilne supstance. Pomenuti biljni materijal sluzi biljkama kao
zaStita od raznih nepovoljnih spoljnih faktora, kao $to su, na primer, patogeni [2, 4]. Drevni
rimski nau¢nik Plinius prvi je pretpostavio da pcele prikupljaju smolu sa pupoljaka topole,
vrbe, bresta i drugog drveca. Nakon toga se u XV veku javljaju pretpostavke da propolis
potic¢e od pupoljaka topole [4]. Za Evu Crane je odredivanje botanickog porekla propolisa
predstavljalo izazov iz razloga $to pcele prikupljaju propolis visoko u krosnjama drveéa.
Njeno istrazivanje se zasnivalo na pracenju i posmatranju pcela [5]. Tek krajem dvadesetog
veka, ruski botani¢ar Popavko je prvi poredio fenolni sastav propolisa sa fenolnim
sastavom smole topole i breze i na osnovu toga dosao do zakljucka da ruski propolis potice
od navedenih biljnih vrsta [2, 3]. Poslednjih godina, mnoge studije su potvrdile rezultate do
kojih su dosli Plinius, Eva Crane i Popavko da evropski propolis uglavnom potice od
biljnih vrsta kao $to su razli¢ite vrste topole Populus sp. (Populus nigra, Populus tremula,
Populus itallica), breza (Betula sp.), srebrna vrba (Betula pendula), brest (Ulmus sp.) i
Cetinari. Od hemijskog sastava biljne smole zavisi i vrsta i koli¢ina bioloski aktivnih
jedinjenja u propolisu, a hemijski sastav biljnih smola je u direktnoj vezi sa klimatskim i
fitogeografskim karakteristikama podrucja iz kojeg potice [3]. U Tabeli 1 prikazana je lista

potencijalnih biljnih izvora sa kojih pcele prikupljaju biljnu smolu i proizvode propolis.
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Tabela 1. Lista potencijalnih botanickih izvora propolisa [2, 5].

Redni broj Botanicko ime Region

1 Betula pendula Roth Rusija

2 Betula alba Rusija, Poljska
3 Betula verrucosa Rusija

4 Lychnis viscaria Rusija

3 Helianthus annuus Britanija

6 Cornus mas Rumunija

7 Castanea sativa Francuska

8 Quercus robur Francuska

9 Calophyllum inophyllum Rusija

10 Clusia major Vencuela

11 Clusia minor Vencuela

12 Dalbergia sp. Kuba, Meksiko, Brazil
13 Laurus nobilis Italija

14 Accacia (neke vrste gumarabike) Juzna Afrika
13 Sophora japonica Rumunija

16 Altheraea rosea. Britanija

17 Fraxinus SAD

18 Fraxinus excelsior Nepoznat region
19 Epilobium angustifium Rusija

20 Abies alba Miller Rumunija

21 Prunus armeniaca Rumunija, Egipat
22 Prunus aveum Rusija

23 Prunus cerasifera Rumunija

24 Prunus cerasus Rumunija

25 Populus alba Evropa, Italija
26 Populus angustifolia SAD

27 Populus balsamifera SAD

28 Populus canadensis Italija, Evropa
29 Populus deltoides Juzna Afrika
30 Populus euroamericana UK, SAD

31 Poplar nigra SAD, Evropa, Azija
32 Poplar tremula Italija

33 Populus trichocarpa Kanada

34 Salix alba Rumunija

35 Salix babylonica Egipat

36 Salix caparea Rusija

37 Salix cinerea Rumunija

38 Larrea tridnetata SAD

39 Cistus sp. Tunis

40 Aesculus hypocastane Madarska
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Na osnovu Tabele 1 moze se zakljuciti da pcele koriste veliki broj biljaka za proizvodnju
propolisa. Razliciti biogeoloski faktori uti€u na raznovrstan hemijski sastav biljnog
materijala dostupnog pcCelama za proizvodnju propolisa, te se propolisi iz razli¢itih
klimatskih zona medusobno razlikuju. Prema botanickom i geografskom poreklu uzorci
propolisa se mogu podeliti u sedam grupa [9].

Prema botani¢kom i geografskom poreklu uzorci propolisa se mogu podeliti u sedam grupa

[9] prikazanih u Tabeli 2.

Tabela 2. Podela propolisa prema botanickom i geografskom poreklu [9].

Tip propolisa Geografsko poreklo Biljni izvor Glavne komponente
Topola Evropa, Severna Popular sp. (Poplar  Flavonoidi, fenolne
Amerika, Novi Zeland, nigra, Poplar alba)  kiseline i njihovi estri
Azija
Zeleni brazilski ~ Brazil Baccharis spp. Prenilovani derivati p-
Predominetly kumarinske kiseline,
Baccharis Diterpenske kiseline
dracunculifolia
Crveni brazilski  Kuba, Brazil, Meksiko Dalbergia spp. Izoflavonoidi
Breza Rusija Betula verrucosa Flavoni i flavonoli
Mediteranski Sicilija, Greka, Krit, Cupressaceae Diterpeni
Malta
Clusia Kuba, Venecuela Clusia spp. Poliprenilovani
benzofenoni
Pacificki Pacificki region (Tajvan, Macaranga tanarius C-prenilovani
Indonezija) flavanoni

Van H. Tran je 2012. godine identifikovao novu vrstu propolisa koji potice od
lepljivog eksudata australijske endemske vrste Acacia paradoxa. Ovaj propolis je
interesantan zbog visokog sadrzaja halkona i flavonoida [10].

Propolis koji poti¢e iz umereno kontinentalne zone (Evropa, Severna Amerika,
Azija i Novi Zeland) je poznat kao propolis topola tipa. Glavni botanicki izvori ovog tipa
propolisa su razlicite vrste topole, Populus sp. Propolis topola tipa sadrzi uglavnom fenolne
kiseline, njihove estre i flavonoide. Fenoli karakteristicni za ovaj tip propolisa su p-

kumarinska kiselina, kofeinska kiselina, feniletil-estar kofeinske kiseline (Caffeic Acid
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Phenethyl Ester, CAPE), pinocembrin, pinobanksin, galangin, krisin i kvercetin. Pored
ovih komponenata propolis topola tipa sadrzi i male koli¢ine glikozida, fenil glicerola,
terpena i drugih jedinjenja. U Tabeli 3 je prikazan tipi¢an hemijski sastav propolisa topola

tipa [9].

Tabela 3. Sastav sirovog propolisa topola tipa [4].

Komponenta propolisa Jedinjenja
Balzam (40 - 70%)), etanol-rastvorni deo Fenoli (fenolne kiseline i njihovi derivati,
propolisa topola tipa katehini, flavanoni, dihidroflavanoni,

flavoni, flavonoli, halkoni, fenolni
gliceridi). Alifati¢ne kiseline, alkoholi,
estri, aldehidi, ketoni, benzoeva kiselina i
estri organskih kiselina

Terpenska ulja (3 - 5%), rastvorna u Mono- i seskviterpeni

etanolu

Vosak (20 - 35%), etanol-nerastvorni deo, Komponente iz voska (alkoholi, kiseline,
potice od pcelinjeg voska. estri dugog alifati¢nog niza)

Ostale supstance: 5%, supstance delimi¢no Uglavnom minerali sa sadrzajem pepela

rastovorne u etanolu, delovi péelaipolen  oko 2,1%, polisaharidi (2%), proteini,
amino-kiseline, amini, amidi, kao i tragovi
ugljenih hidrata, laktona, steroida, vitamina

2.4. Hemijski sastav propolisa

Propolis ima kompleksan hemijski sastav i sadrzi preko 300 razli¢itih jedinjenja.
Uglavnom je izgraden od biljne smole (50%), voska (30%), esencijalnih ulja (10%), polena
(5%) 1 ostalih organskih supstanci (5%). U propolisu se mogu identifikovati i minorne
koli¢ine vitamina kao $to su vitamin B1, B2, B6, C i E, amino kiselina, Sec¢era i drugih
supstanci. Pored navedenog, propolis sadrzi i znacajne koli¢ine metala kao Sto su Mg, Ca,
K, Na, Cu, Zn, Mn i Fe [3]. Odredeni autori navode da pcele prikupljaju biljni materijal na
udaljenosti od 1 do 2 km od kosnice [3, 5]. U nedostatku biljne smole, pcele prikupljaju
bitumen i ulja antropogenog porekla, §to je veoma znaCajno sa aspekta monitoringa

zagadenja zivotne sredine [11].
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2.4.1. Vosak

U literaturi postoji mali broj publikacija koje se odnose na hemijski sastav pcelinjeg
voska 1 on uglavnom zavisi od vrste pcela. Pcelinji vosak je kompleksna smeSa nepolarnih
jedinjenja dugog alifaticnog niza kao Sto su alkani, alkeni, alkadieni, alkoholi, masne
kiseline i njihovi estri. Od ugljovodonika, najzastupljeniji su alkani i alkeni izgradeni od
27, 29, 31 i 33 atoma ugljenika. Najzastupljeniji primarni alkoholi u vosku medonosne
pcele su izgradeni od 24, 30 i 34 atoma ugljenika. Organske kiseline koje su identifikovane
u ve¢im koli¢inama u pcelinjem vosku su arahidonska, oleinska, linolna, palmitinska,
stearinska i cerotinska kiselina [12, 13]. Vosak je ¢esto kontaminiran pesticidima pri ¢emu
ova kontaminacija ve¢im delom poti¢e od hemijskih sredstava koja se koriste u zastiti pcela

od grinje varoe (Varroa destructor), a manjim delom iz zivotne sredine [14].

2.4.2. Fenolna jedinjenja karakteristicna za propolis

Fenolna jedinjenja predstavljaju sekundarne metabolite biljaka Siroko
rasprostranjene u prirodi. Zbog Sirokog spektra farmakoloskih dejstava kao Sto su
antioksidativno, antimikrobno, antitumorsko, fenoli sve vise privlace paznju velikog broja
naucnika [15]. Do sada je identifikovano oko 8000 prirodnih jedinjenja koja pripadaju
grupi fenola. Fenoli Stite biljke od Stetnog UV zracenja i patogena. Boja voca, povrca,
cveca, pcelinjih proizvoda poti¢e od fenolnih jedinjenja. Pcelinji proizvodi predstavljaju
bogat izvor fenolnih jedinjenja [15, 16]. Na primer, sadrzaj flavonoida u medu iznosi oko 6
mg/kg, u polenu 0,5%, a u propolisu ¢ak 10% [17].

Fenoli su organska jedinjenja izgradena od jednog ili viSe aromati¢nih prstenova
supstituisanih hidroksilnim grupama. Prema hemijskoj strukturi fenoli se mogu podeliti na
fenolne kiseline i flavonoide. Fenolne kiseline u svom sastavu sadrze karboksilnu grupu, za
razliku od flavonoida koji su izgradeni od Cs-C3-Cs skeleta. U prirodi se fenoli mogu naci u
slobodnom (aglikoni), metilovanom, hidroksilovanom i glikozidnom obliku [15, 16].
Fenolne kiseline se u prirodi nalaze u obliku derivata hidroksibenzoeve (Cs-Ci) i
hidroksicinaminske (Cq-C;) kiseline. lako je osnovni skelet molekula isti, polozaj

karboksilne grupe u velikoj meri menja hemijska i bioloSka svojstva molekula [15].

10
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Veliki broj fenolnih kiselina je identifikovan u propolisu. Fenolne kiseline
karakteristicne za propolis topola tipa su galna, kofeinska, p-kumarinska, ferulinska,
protokatehinska kiselina. Pored navedenih, ¢esto se mogu naci derivati fenolnih kiselina u
obliku estara sa kininskom kiselinom (npr. 3-O-kofeoil kininska kiselina). Na Slici 1

prikazane su hemijske strukture nekih fenolnih kiselina identifikovanih u propolisu [9].

OxOH Ox-OH Oy OH
5\ - T
o HO OH
OH OH OH

Protokatehinska kiselina  4-hidroksibenzoeva kiselina Galna kiselina
Os_ _OH O OH
(@) CH
AN X
X »
E  ——
\O HO
OH
Ferulinska kiselina Cinaminska kiselina Kafeinska kiselina
(0] l OH
X
OH

p-Kumarinska kiselina

Slika 1. Fenolne kiseline karakteristi¢ne za propolis topola tipa, izvedene iz

hidroksibenzoeve i cinaminske kiseline.

Flavonoidi nastaju biosintezom od prekursora Sikinske kiseline. Prema strukturnim
razlikama flavonoidi se mogu podeliti na osam grupa: flavonoli, flavani, flavanoni,
katehini, antocijanidini, izoflavoni, dihidroflavonoli i halkoni. Osnovni skelet flavonoida je
prikazan na Slici 2. Flavonoidi su izgradeni od tri benzenova prstena i, u zavisnosti od

polozaja supstituenata na A, B i C prstenu, menjaju se hemijska i farmakoloska svojstva

11
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molekula [15, 16]. Flavonoli i flavoni imaju dvostruku vezu izmedu C-2 i C-3 i ne sadrze
supstutuent na prstenu B. Flavoni takode ne sadrze hidroksilnu grupu na C-3 atomu.
Karakteristicni flavoni za propolis topola tipa su kvercetin, luteolin, apigenin, tektokrisin,
acacetin i krisin [9, 16]. Flavan-3-oli nemaju keto-grupu na C-4 atomu i sadrze dva
stereocentra na drugom i tre¢em C-atomu. Vodeni ekstrakt kineskog propolisa sadrzi

katehine i njegove derivate kao tipi¢ne flavon-3-ole [18].

@ O @ O
O OH

0 Flavonol / ©

Flavoni ? 3 Flavanoni

Izoflavoni Flavanoli Halkoni

Slika 2. Osnovni skelet flavonoida.

Flavanoni ne sadrze dvostruku vezu izmedu atoma C-2 i atoma C-3 na C prstenu.
Flavanoni identifikovani u propolisu topola tipa su pinostrombin, pinocembrin, naringenin
karakteristi¢ni za propolis topola tipa [9, 16]. Flavanonoli, kao i flavanoni, ne sadrze
dvostruku vezu C2-C3 na C prstenu, dok se, sa druge strane, na C-2 atomu nalazi
hidroksilna grupa. Veliki broj studija ukazuje na prisustvo flavanonola u propolisu topola
tipa, kao §to su pinobanksin i njegovi derivati. Na Slici 3 su prikazane hemijske strukture

nekih flavonoida identifikovanih u propolisu topola tipa. Takode, fenolna jedinjenja kao $to

12
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su izoflavoni, flavanoli i flavanonoli su identifikovani u propolisu [9]. Ugljeni hidrati koji

sa fenolima grade glikozide i ulaze u sastav propolisa, su heksoze (glukoza i galaktoza),

pentoze (arabinoza i ksiloza) i deoksiheksoza (ramnoza) [19]. Interesantno je da su u

holandskom propolisu identifikovani fenolni gliceridi bez supstituenta na B-prstenu [9].
0
o

OH O
Acacetin

Kaempferol OH

HO o @

OH O

Pinocembrin

OH O

Kvercetin
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HO I OH O HO O
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Slika 3. Hemijske strukture flavonoida karakteristicnih za propolis topola tipa.
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2.5. Bioloska svojstva propolisa

Propolis ispoljava Sirok spektar bioloskih svojstava, antimikrobno dejstvo je mozda
najznacajnija karakteristika propolisa i u prilog ovome govori veliki broj publikacija [20].
Fenolne kiseline i flavonoidi zna¢ajno doprinose antioksidativnoj i antimikrobnoj aktivnosti
propolisa [2]. U daljem tekstu bi¢e navedena samo neka od najvaznijih bioloskih dejstava

propolisa.

2.5.1. Antimikrobna aktivnost propolisa

Uprkos razlikama u hemijskom sastavu propolisa razli¢itog botanickog i
geografskog porekla, svi tipovi imaju izrazenu antimikrobnu aktivnost. Antibakterijska
aktivnost propolisa je ispitivana na Sirokom spektru aerobnih i anaerobnih, Gram-pozitivnih
i Gram-negativnih bakterija. Pokazano je da je propolis aktivniji prema Gram-pozitivnim
bakterijama, ali ipak pokazuje i inhibitorna svojstva prema nekim Gram-negativnim
bakterijama [20]. Takode, propolis deluje i protiv razli¢itih parazita, kvasaca, gljiva i
virusa. Antimikrobna aktivnost sirovog propolisa uglavnom opada sa njegovim produzenim
stajanjem 1 duzim skladiStenjem. Nasuprot ovome, potvrdeno je da etanolni ekstrakt
propolisa, ¢uvan 10 do 15 godina, pokazuje povecanu antibakterijsku aktivnost [21].
Stepanovi¢ i saradnici su ispitivali antimikrobnu aktivnost ekstrakata srpskog propolisa,
prema odabranim mikroorganizmima kao i sinergijski efekat srpskog propolisa i izabranih
antibiotika. Dobijeni rezultati ovog istrazivanja pokazali su snazan antimikrobni efekat
etanolnog ekstrakta srpskog propolisa prema Gram-pozitivnih bakterija pojedinac¢no i u

kombinaciji sa komercijalnim antibioticima [22].

2.5.2. Antioksidativna aktivnost propolisa

Tokom normalnih fizioloSkih procesa, kao i u stresnim uslovima, u ljudskom
organizmu dolazi do prozvodnje reaktivnih molekula ili atoma, poznatijih kao slobodni
radikali koji lako dalje reaguju sa drugim molekulima. Antioksidansi su hemijska jedinjenja
koja mogu spreciti ili usporiti oksidaciju biomolekula od strane slobodnih radikala.

Disbalans izmedu nastalih slobodnih radikala i antioksidanasa dovodi do oksidativnog
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oste¢enja na celijskom nivou, kao S§to je peroksidacija membranskih lipida, oksidativno
oste¢enje nukleinskih kiselina i Secera, sulfonskih i drugih grupa u proteinima [23].
Slobodni radikali su molekuli koji imaju nesparene elektrone, nose veliku koli¢inu energije,
Sto ih ¢ini reaktivnim, jer teze da predaju visak energije drugim biomolekulima. Slobodni
radikali kao S§to su superoksid radikali (O;"), hidroksil radikal (OH"), perhidroksi radikal
(HOy) i alkoksi radikali (RO") koji imaju nesparen elektron na atomu kiseonika pripadaju
grupi reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxigen Species). Sa druge strane,
postoje 1 neradikalske vrste kao $to su vodonik peroksid (H»0,), singlet kiseonik (10,) i
ozon (O3). Nedostatak antioksidanasa koji mogu neutralisati reaktivne slobodne radikale je
potencijalni uzrok nastanka bolesti, kao S§to su kardiovaskularna oboljenja, kancer,
neurodegenerativne bolesti, kao 1 inflamatorna oboljenja. Veliki broj sintetickih
antioksidanasa kao Sto su butilovani hidroksitoluen (BHT) i butilovani hidroksianizol
(BHA) je nasao primenu u prehrambenoj industriji. Medutim, smatra se da su upravo
sinteticki antioksidansi odgovorni za nastanak mnogih oboljenja povezanih sa oStecenjem
jetre i kancerogenezom [23]. U poslednje vreme velika paznja se posvecuje primeni
prirodnih antioksidanasa u fitoterapiji u cilju leCenja mnogih bolesti. Prisustvo
antioksidanasa kao $to su fenolne kiseline i flavonoidi, opravdava primenu meda, propolisa
i mati¢nog mleca u fitoterapiji, kao moc¢nih prirodnih antioksidanasa. Jedinjenja koja
poseduju veliki antioksidativni potencijal su fenolne kiseline i njihovi derivati (kofeinska
kiselina, CAPE), flavonoidi (kvercetin, galangin), a upravo su oni konstituenti propolisa.
Antioksidativni potencijal fenolnih kiselina i flavonoida se ogleda u njihovoj sposobnosti
da lako predaju atom vodonika [20, 23].

Antikancerogena aktivnost propolisa je ispitivana od strane velikog broja autora.
Brazilski propolis ispoljava snazan in vitro efekat na linije humanih kancerskih celija
(kancera pluca, prostate, bubrega, leukemije). Dokazano je da komponente iz propolisa
topola tipa, kao $to su feniletil-estar kofeinske kiseline, kofeinska kiselina, apigenin,
kvercetin ispoljavaju snazno antikancersko i antitumorsko dejstvo [2, 20]. Veliki broj
studija bavi se prouc¢avanjem imunostimulatornog dejstva propolisa. Ovo dejstvo propolisa
se ogleda u aktivaciji limfocita i povecanoj sintezi antitela. Takode, propolis deluje na

makrofage tako $to stimuliSe njihovu liticku aktivnost. Imnostimulatorna svojstva
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ispoljavaju brazilski zeleni propolis, propolis topola tipa, kao i preparati propolisa (kapsula)

i feniletil-estar kofeinske kiseline [20].

2.6. Kontrola kvaliteta i standardizacija propolisa

U zapadnoevropskim zemljama, kao na primer u Nemackoj i Svajcarskoj, propolis
se uglavnom koristi kao dodatak ishrani, dok se u Sjedinjenim Americkim Drzavama,
Japanu, Brazilu, mahom koristi u farmaceutskoj industriji. Kvalitet propolisa se procenjuje
na osnovu njegovih senzorskih i fizicko-hemijskih svojstava [4].

Senzorska svojstva propolisa su [4]:

konzistencija: na temperaturi od 30 °C propolis je mek i lepljiv, ispod 13 °C je tvrd i krt,
miris: prijatan, podse¢a na smolu drveca,

ukus: oStar, gorak,

boja: zavisi od botanickog porekla: smedezuta, smedezelena, smedecrvena, tamno crvena.
Fizicka svojstva propolisa su [4]:

gustina,

tacka topljenja,

rastvorljivost: slabo je rastvoran u vodi, ali rastvoran u smesi rastvaraca (etanol-hloroform,
etanol-toulen).

Kvalitetan propolis bi morao da ispunjava sledece uslove [4]:

da ima nizak sadrzaj mehanickih necistoca (drvo, delovi pcela),

ne sadrzi ili u veoma niskim koncentracijama sadrzi toksi¢ne metale i pesticide,

poseduje visok sadrzaj smole,

poseduje visok sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja (u zavisnosti od tipa propolisa, tj.
botanickog porekla),

ima nizak sadrzaj voska (25-30%) [4].

Prvi korak u proceni kvaliteta propolisa je odredivanje njegovog botanickog

porekla. Slede¢i korak se odnosi na kvantitativno odredivanje komponente koja je

svojstvena za sve tipove propolisa. Jedan od predloga za standardizaciju kvaliteta propolisa
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od strane Bankove, je sadrzaj feniletil-estara kofeinske kiseline. Propolis topola tipa pored
galangina, krisina, pinocembrina, sadrzi prethodno navedeno jedinjenje u vecoj koli€ini, za
razliku od brazilskog propolisa u kojem je feniletil-estar kofeinske kiseline prisutan u maloj
koli¢ini ili ispod granice detekcije. Iz prethodno navedenog se namece zakljuak da nije
jednostavno postaviti kriterijume standardizacije kvaliteta, odnosno procene kvaliteta

propolisa koji se odnose na sve tipove propolisa [4, 24].

2.7. Analiticke metode za ispitivanje hemijskog sastava propolisa

Postoji veliki broj analitickih tehnika koje se koriste za ispitivanje hemijskog
sastava propolisa. U okviru ove doktorske disertacije bi¢e dat pregled onih tehnika koje su
koriS¢ene za ispitivanje hemijskog sastava propolisa u okviru ove studije, a to su:
Tankoslojna hromatografija,

Masena spektrometrija (Orbitrap masena spektrometrija visoke rezolucije, direktna analiza
u realnom vremenu (Direct analysis in real time, DART)),
UV/VIS spektrofotometrija,

Cikli¢na voltametrija,

Indukovano kuplovana plazma opticko emisiona spektroskopija.

2.7.1. Tankoslojna hromatografija

Tankoslojna hromatografija je podvrsta tecne hromatografije. Kao i kod svih
hromatografskih tehnika, hromatografski sistem se sastoji od stacionarne, mobilne faze i
ispitivane supstance (analita). Stacionarna (nepokretna) faza ima svojstvo da vezuje
molekule analita na osnovu razli¢itih mehanizama, medu kojima su dominantni adsorpcija i
podela (particija). UopSteno govoreci, prema nacinu pakovanja stacionarne faze, razlikuju
se kolonska (kod koje je stacionarna faza pakovana u koloni) i planarna hromatografija
(kod koje je stacionarna faza smestena na ravnoj povrsini, nosacu od stakla, aluminijuma ili
plastike). Mobilna (pokretna) faza ili eluent, prolazi kroz stacionarnu fazu (tanak sloj ili
kolonu) nose¢i sa sobom molekule analita razli¢itom brzinom u zavisnosti od hemijskih i

fizickih svojstava analita [25]. Tokom ovog procesa dolazi i do procesa adsorpcije i
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desorpcije komponenata analita i njihove raspodele izmedu dva faze. Postupak razdvajanja
se mozZe posmatrati kao sekvencijalni proces u kojem se migracija analita ponavlja kroz
Citavu stacionarnu fazu sve dok uzorak ne napusti sistem (u slucaju kolonske
hromatografije) ili rastvara¢ ne dostigne odredeni nivo na plo¢i (tankoslojna
hromatografija). Razli¢iti fizicki 1 hemijski faktori odreduju mehanizam sorpcije, koji
ukljucuje adsorpciju, particiju, jonsku izmenu i ekskluziju [25].

Zadrzavanje, odnosno retencija jedinjenja u ovom hromatografskom sistemu se

izrazava kao retardacioni (retencioni) faktor:

R. =2,
b

gde je a duzina puta koji je presla analizirana supstanca i b duzina puta rastvaraca. Na
osnovu Rr vrednosti, mogu se dobiti informacije o polarnosti, spektralnim svojstvima
(apsorbancija, fluorescencija), veli¢ini molekula ispitivanog analita [26].

Poslednjih decenija dvadesetog veka razvijen je veliki broj komercijalno dostupnih
visokoefikasnih stacionarnih faza, te automatizovanih uredaja, kombinovanih sa velikim
brojem masenih detektora Sto je znacajno proSirilo primenu tankoslojne hromatografije na
razli¢ite oblasti industrije i nauke. Na ovaj naCin je prvobitni princip tankoslojne
hromatografije zamenjen visokoefikasnom tehnikom koja, zbog svoje jednostavnosti,
brzine i niske cene, predstavlja jednu od osnovnih metoda u analizi organskih i neorganskih
jedinjenja u mnogim laboratorijama Sirom sveta [25-27].

Uprkos manjoj moc¢i razdvajanja u odnosu na visokofikasnu te¢nu hromatografiju i
gasnu hromatografiju (Gass Chromatography, GC), primena elektronskih filtera prilikom
obrade slike hromatograma ili posthromatografska selektivna derivatizacija povecavaju
rezoluciju razdvajanja. Medutim, otvoren sistem kod HPTLC metode onemoguéava analizu
isparljivih i nestabilnih jedinjenja (sklonih oksidaciji, termolabilnih ili fotosenzitivnih).
Uprkos ovome, HPTLC metoda ima niz prednosti, kao §to su [26]:
jednostavna priprema uzorka,

sirok opseg koncentracija analita preko 10 000 (0,1 ul - 1 ml),
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komponente iz uzorka koje se nalaze na pocetku ploc¢e nakon zavrSetka analize se mogu
identifikovati, sto nije sluc¢aj kod kolonskih tehnika kod kojih se razdvojene komponente
tek nakon prolaska kroz detektor mogu identifikovati,

moguénost paralelne hromatografske analize: preko 70 uzoraka simultano,

tokom sukcesivnih analiza, kod HPTLC metoda ne dolazi do promena adsorbenta kao §to je
to sluc¢aj kod HPLC i GC, jer se za svaku narednu analizu koristi svez adsorbent,

svi uzorci se analiziraju pod identi¢nim eksperimantalnim uslovima,

sve komponente analizirane smeSe se mogu Cuvati i, ako su stabline, mogu se kasnije
analizirati, $to nije slu¢aj kod HPLC i GC metode,

hromatogram se moze koristiti za razli¢ite vrste detekcije: UV apsorpciju (vidljiva oblast
spektra, 254 nm, 366 nm), fluorescentna, masena spektroskopija, hemijska derivatizacija,
bioloska detekcija,

dobijeni hromatogram je bogat izvor podataka te stoga pogodan za multivarijantnu analizu
[28].

Postoji viSe razliCitih nacina klasifikacije sorbenata koji se koriste u TLC.
Najprakti¢nija je podela prema hemijskoj prirodi sorbenta na sorbente sa uniformnim
hemijskim karakteristikama (silika-gel, aluminijum-oksid, celuloza, poliamid) i sorbente sa
kombinovanim hemijskim karakteristikama (modifikovani silika-gel) [29].

Najcesce koriséeni sorbent sa uniformnim karakteristikama je silika-gel. Silika-gel
je silicijum dioksid kod kojeg je svaki atom silicijuma okruzen sa Cetiri atoma kiseonika
gradedi tetraecdar. Na povrsini silika-gela atomi kiseonika povezani su ili sa vodonikom
(-Si-OH, silanolna grupa) ili sa drugim atomom silicijuma (-Si-O-Si-, siloksanska grupa).
Silanolni aktivni centri se mogu u izvesnoj meri razlikovati, u zavisnosti od toga da li se
javljaju kao izolovani ili vezani (tj. slobodni, vicinalni ili geminalni). Sve silanolne grupe
ponasaju se kao proton-donori, dok siloksanske grupe imaju proton-akceptorska svojstva. U
uslovima normalno-fazne (NP) hromatografije supstanca se raspodeljuje izmedu izrazito
polarne stacionarne faze i manje polarne mobilne faze [29]. Sorbenti sa kombinovanim
hemijskim karakteristikama dobijaju se reakcijom povrsinskih silanolnih grupa silika-gela
sa razli¢itim organskim i organo-silikonskim jedinjenjima. U zavisnosti od primenjenog

organskog liganda dobijaju se hidrofobni (nepolarni) ili hidrofilni (polarni) sorbenti. Medu
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hidrofilno-modifikovanim silika-gelovima najvecu primenu u hromatografiji na tankom
sloju imaju cijano-propil- (CN), amino-propil- (NH») i diol-modifikovani silika-gelovi [29].

U cilju identifikacije hromatografskih zona koje odgovaraju fenolnim jedinjenjima,
hromatogram se derivatizuje prskanjem ili uranjanjem u rastvor za derivatizaciju. Tako
derivatizovan hromatogram daje zone iste ili razli¢ite boje, Sto zavisi od selektivnosti
reagensa za derivatizaciju. Fenolna jedinjenja u reakciji sa rastvorom gvozde (III)-hlorida
grade razliCito obojena kompleksna jedinjenja (ljubiCasto do oranz) u zavisnosti od

hemijske strukture [30].

Slika 3. Reakcija izmedu Neu-ovog reagensa i flavonoida [30].

Takode, 2-aminoetil-estar difenilborne kiseline u kombinaciji sa polietilen-glikolom se
koristi kao selektivniji reagens za derivatizaciju fenolnih jedinjenja. Hemijska reakcija
izmedu fenola i reagensa za derivatizaciju je prikazana na Slici 3. 2-Aminoetil difenilborat

je jos poznat kao Neu-ov reagens [30].

2.7.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je jedna od najviSe koriS¢enih analitickih tehnika u
fitohemijskim istrazivanjima, posebno kada su u pitanju kompleksni bioloski uzorci.
Glavna prednost masene spektroskopije u odnosu na ostale tehnike je visoka osetljivost
(koja se ogleda u mikrogramskim kolicinama uzorka) i analize kompleksne smese prirodnih
jedinjenja. Povezivanje kapilarne elektroforeze i hromatografskih metoda sa Sirokim
spektrom masenih detektora povecava osetljivost i selektivnost masene detekcije [31].
Prvi korak tokom analize molekula masenom spektrometrijom je jonizacija. Jonizator je

uredaj koji pod dejstvom spoljasnje energije prevodi molekule u jone. Ispitivani molekul
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daje fragment najvece molekulske mase, koji odgovara ,,molekulskom jonu‘ i moze poticati
od M-H, ili M+H jonizacije. Prilikom jonizacije moze do¢i do fragmentacije molekula na
manje fragmente. Tako nastali fragmenti daju informacije o strukturi i fragmentacionom
mehanizmu ispitivanih molekula. Mase nastalih fragmenata se mogu porediti sa masama
fragmenta standardnog jedinjenja nastalim pod istim uslovima ili literaturnim vrednostima
za to jedinjenje. Slede¢i korak pri analizi molekula masenom spektroskopijom je
razdvajanje nastalih jona ili fragmenata u analizatoru na osnovu odnosa mase/naelektrisanja
(M/2). Na kraju, razdvojeni fragmenti dalje odlaze na detektor [32].

Postoje razlicite tehnike jonizacije od kojih je elektrosprej jonizacija (Electro Spray
Ionization, ESI) jedna od najvise koris¢enih tehnika. Kod ove tehnike jonizacije ispitivani
molekul se nalazi u obliku vodenog rastvora. Ova tehnika je nasla primenu pre svega u
analizi makro- i mikro- molekula [31].

Razvoj novih ambijentalnih jonizatora kao S§to su hemijska jonizacija pri
atmosferskom pritisku  (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI), brzo
bombardovanje atoma (Fast Atom Bom-Bardment, FAB), direktna analiza u realnom
vremenu (Direct Analysis in Real Time, DART), desorpcija elektrosprej jonizacija
(Desorption Electrospray Ionization, DESI) omogucavaju veoma brzu analizu uzorka pri
ambijentalnim uslovima. Glavna prednost ovih jonizatora je brzina, laka priprema uzorka
(u veéini slucajeva bez pripreme), kao i moguénost kuplovanja sa tankoslojnom

hromatografijom [33].

2.7.2.1. Direktna analiza u realnom vremenu
Poslednjih godina primena DART jonizacionog izvora privukla je paznju velikog
broja naucnika zbog niza prednosti kao Sto su:
brzina,
veoma jednostavna priprema ili bez pripreme uzoraka,
zanemarljiv uticaj matriksa,
Sirok spektar gasovitih, tecnih i ¢vrstih uzoraka,

laka interpretacija masenih spektara [33].
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Direktna analiza u realnom vremenu je prvi put uvedena od strane americkog
naucnika Cody-ja 2003 godine [34]. DART je prvo koris¢en kao veoma brza tehnika koja
ne zahteva pripremu uzorka za analizu molekula male molekulske mase. Uzorci se uvode
direktno u jonski izvor, u mnogim slu¢ajevima uz pomo¢ pinceta i Stapica za analizu te¢nih
i ¢vrstih uzoraka [33]. Metoda je ogranicena na analizu molekula ¢ija masa ne prelazi 1000
Da. Ova tehnika nije prilagodena za analizu molekula velike molekulske mase, Sto znaci da
se molekuli matriksa ne mogu jonizovati i na taj nacin je uticaj matriksa minimiziran [33].
Gasovi visoke cistoce, kao §to su He, N,, H, ulaze u jonski izvor pri elektricnom
potencijalu od +1 do +5 kV. To stvara praznjenje koje sadrZi jonizovani gas, elektrone,
ekscitovane atome/molekule i druge metastabilne vrste. Potencijal od 100 V uz pomo¢
elektrofiltera otklanja naelektrisane Cestice iz struje Cestica, te se samo pobudeni molekuli
ulivaju u tre¢u komoru. Nastale pobudene vrste direktno reaguju sa molekulima uzorka,
koji moze biti u sva tri agregatna stanja. Tako formirani joni analita, pod dejstvom toka
gasa i blagog vakuuma odlaze u maseni analizator [33, 34]. Sematski je DART jonizacija

prikazana na Slici 4.

Deo za unosenje uzorka

Mrezasta elektroda A"alit

PraZnjenje jona

\ I I Grejac \

He/N2
"'ol'.'.'-oioh 0.0

S ol B . -
/ Metastabilni He/N: /
Tanka elektroda  ©@Snovna elektroda |1zolator

Vakuumski meduprostor i
maseni spektrometar

Vapur /
l o 8
Ulazna cev
i \ Otvor za vakuum

Slika 4. Sematski pikaz DART jonizacije.

22



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

2.7.2.2. Orbitrap maseni analizator

U danasnje vreme veliki broj analizatora je u upotrebi. To omogucava precizno
odredivanje mase i fragmenata analiziranih molekula. Jonizovani molekuli nastali u
jonizatoru, odlaze u analizator. Analizator ima ulogu separatora jona na osnovu odnosa
mase 1 naelekstrisanja (m/z). Kvadrupolni analizator se sastoji od Cetiri dijagonalno
povezane valjkaste elektrode izmedu kojih se propustaju joni. Na paralelne valjkaste
elektrode je priklju¢en izvor naizmeni¢ne struje, pri ¢emu jedan par elektroda ima
pozitivan, a drugi negativan polaritet. Joni koji ulaze u analizator imaju razli¢ite vrednosti
m/z i u zavisnosti od primenjene struje i elektri¢énog polja, mogu zadrzati stabilnu putanju i
pro¢i analizator ili dotaknuti elektrode i postati neutralni molekuli.

Pored gore navedenog veliku paznju u analizi fenola privlace i drugi analizatori kao
Sto su: jon ciklotronska rezonancija ili FTMS (Fourier Transform Mass Spectrometry),
TOF analizator (Time Of Flight), jonska zamka (Ion Trap, IT), Orbitrap [31].
U Orbitrap-u joni se tangencijalno uvode u elektricno polje gde se zadrzavaju u prostoru
izmedu dve elektrode. ElektrostatiCko privlacenja je izbalansirano centrifugalnom silom, te
joni specifiénog odnosa m/z kruze oko centralne elektrode stvarajuéi prstenove. Frekvencija
ovih harmonijskih oscilacija je nezavisna od brzine jona i obrnuto proporcionalna
kvadratnom korenu m/z [35].
Postoji niz prednosti koje poseduje Orbitrap u odnosu na ostale analizatore, a to su [35]:

moguénost preciznog odredivanja mase molekula (na 5 decimala),

visoka rezolutivna mo¢ (preko 200 000),

sirok dinamicki opseg,

moguénost odredivanja kvantitativne razlike poznatih jedinjenja na osnovu
selektivnog m/z odnosa,

kombinovanje kvalitativne i kvantitativne analize,

veoma osetljiv detektor (odreduje jako male mase reda veli¢ine ppb, bez dodatka
internog standarda),

analiza ekstremno sloZenih smesa [35].
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2.7.2.3. Masena fragmentacija fenolnih kiselina i flavonoida

U literaturi postoji veliki broj studija koje se odnose na fragmentaciju flavonoida i
fenolnih kiselina karakteristicnih za propolis. Negativnom jonizacijom fenolnih kiselina
obi¢no nastaju fragmenti koji odgovaraju gubitku molekula ugljenik (IV)-oksida (44 Da) i
vode (18 Da). Metil-derivati fenolnih kiselina (ferulinska kiselina) fragmentacijom gube
CHs grupu (15 Da), dok se estri fenolnih kiselina fragmentiSu raskidanjem estarske veze
izmedu alkohola i fenolnih kiselina. Mogué¢i mehanizmi fragmentacije estara fenolnih
kiselina prisutnih u propolisu su prikazani na Slici 5 [36-38].

Flavonoidi podlezu specificnom obrascu fragmentacije poznatijem kao retro Diels-
Alder-ov (RDA) mehanizam. U cilju lakSeg tumacenja masenih spektara uvedena je
nomenklatura koja nedvosmisleno opisuje jone nastale fragmentacijom. Prema RDA
mehanizmu, raskidanjem C-C veze C-prstena nastaju fragmenti [FA], [B], gde i i j
oznacavaju polozaj veze koja se raskida. Ovi fragmenti mogu biti koris¢eni za odredivanje
broja i prirode supstituenata na A" i B prstenovima fragmentisanog flavonoida. Na primer,
raskidanjem 1,3 veze C-prstena flavonola dolazi do stvaranja ['*A] i ['”B] jona koji su
karakteristi¢ni za jedinjenja kao §to su kvercetin, kamferol, morin, ramnetin i druga [36].

Kempferol i galangin, kao tipi¢ni flavonoli propolisa topola tipa, RDA
fragmentacijom grade [*A-CO] i [?A] jone pri ¢emu galanin gubi C,0, grupu i daje
fragment na m/z 215. Prilikom fragmentacije kvercetina nastaju fragmenti na m/z 273, 257,
229 koji odgovaraju gubitku CO (28 Da), CO, (44 Da) i C;03 (76 Da). Identifikovan je i pik
na m/z 107, koji odgovara fragmentu [*A -CO-CO,] [36, 38]. Flavoni identifikovani u
propolisu topola tipa, kao $to su apigenin, acacetin i luteolin, daju fragmente ['°A], ['”°BJi
[>*A]". Pored toga, prilikom negativne jonizacije luteolin i krisin fragmentacijom gube
CO»-CO grupu koja odgovara masi od 72 Da. Naringenin, kao predstavnik flavanona
identifikovan u ekstraktima propolisa, fragmentacijom gradi karakteristiéne jone [°AT,
['°BY, i [**A] prema gore opisanom RDA mehanizmu (Slika 6). Takode, naringenin gubi i
slede¢e grupe CH3 (15 Da), CO-CO (56 Da), CO,-CO (72 Da) [36, 38].
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Slika 5. Moguc¢i fragmentacioni mehanizami prenil estra kofeinske kiseline, feniletil estra

kofeinske kiseline i benzil estra kofeinske kiseline [37].

Flavoni daju karakteristian fragment [*”B]. U jednoj od studija je ispitivana
fragmentacija nekoliko flavona i izoflavona, pri ¢emu je utvrdeno da izoflavoni daju
fragment [** B, a flavoni ["°A] [37]. Fragmentacija flavonoid-glikozida je opisana od

strane Doman-a i Kostelo-a [39].
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Slika 6. Diels Alder-ov mehanizam fragmentacije flavonoida [38].
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2.7.3. UV/VIS spektrofotometrijsko ispitivanje propolisa

2.7.3.1. UV/VIS spektri fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja apsorbuju u UV/vis delu spektra zbog prisustva aromatic¢nih
prstenova, pri ¢emu prisustvo hidroksilnih grupa, Secernih jedinica i drugih supstituenta u
molekulu flavonoida, dovodi do batohromnog ili hipsohromnog pomeranja maksimuma
apsorpcije. Flavonoide karakteriSu dva elektoronska prelaza, prelaz I karakteristican za
prsten B koji se javlja u opsegu talasnih duzina od 500 nm do 550 nm, i prelaz II
karakteristian za prsten A koji se javlja u opsegu talasnih duzina od 240 nm do 283 nm.

Talasne duzine I 1 II prelaza za veliki broj flavonoida su prikazane u literaturi [40].

2.7.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida

Ukupan sadrzaj fenola i flavonoida predstavlja jedan od parametara kvaliteta
propolisa koji se najéeS¢e odreduje spektrofotometrijskim tehnikama. Metoda za
odredivanje sadrzaja ukupnih fenola se zasniva na reakciji izmedu Folin Ciocalteu-ovog
(FC) reagensa i fenolnih jedinjenja koja ulaze u sastav ispitivanog uzorka. Folin Ciocalteu-
ov reagens predstavlja smesSu fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline. Redukcijom
odredenim hemijskim agensima (flavonoidi, fenolne kiseline) molibden (+VI) i volfram
(+VI) prelaze u niza oksidaciona stanja (+V) gradeci takozvano molibdenensko plavo. Nize

su prikazane jednacine hemijskih reakcija fenolnih jedinjenja i FC reagensa [41]:

Na,WO./Na,MoO,4+ Fenol — (fenol-MoW;040)*

+ e — Mo(V) (plavo obojen)

U hemijskoj reakciji izmedu FC reagensa i fenolnih jedinjenja nastaje plavo obojen
kompleks koji ima maksimum apsorpcije na talasnoj duzini od 763 nm. Ukupan sadrzaj
fenola se obi¢no izrazava preko ekvivalenata galne kiseline (mg EGK/g propolisa).

Folin Ciocalteu reagens se godinama unazad koristio za odredivanje sadrzaja fenola u
poljoprivrednim, farmaceutskim i prehrambenim proizvodima. Sa druge strane, novije

studije ukazuju na neselektivnost FC reagensa koja se ogleda u reakciji sa amino
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kiselinama, proteinima, nukleotidima, nezasiCenim masnim kiselinama, aminima,
vitaminima, aldehidima i ketonima [42].

Ukupan sadrzaj flavonoida u propolisu se najées¢e odreduje kompleksometrijskom
metodom, koja se zasniva na hemijskoj reakciji izmedu rastvora aluminujum-hlorida i
fenola pri ¢emu dolazi do gradenja obojenog kompleksa aluminijuma. Flavoni i flavonoli sa
aluminijum-hloridom formiraju kompleks koji intenzivno apsorbuje na A = 415 nm, dok
flavanoni slabo apsorbuju na ovoj talasnoj duzini. Na Slici 7 je prikazana hemijska reakcija
izmedu fenola i rastvora aluminijum-hlorida. Ukupan sadrzaj flavonoida se obi¢no izrazava

preko ekvivalenta katehina (mg CE/g propolisa) ili kvercetina (mg QE /g propolisa) [43].
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Slika 7. Jednacina hemijske reakcije kompleksiranja aluminijuma rastvorom flavonoida
[40].

2.7.3.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti propolisa

Najces¢e koris¢ene metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti su ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power),
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Power) i merenje smanjenja apsorbancije DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala. DPPH metoda za odredivanje antioksidativne
aktivnosti omogucava merenje sposobnosti supstanci ili prirodnih ekstrakata da neutralisSu
nesparene elektrone atoma vodonika formiranjem manje reaktivnih vrsta. Na Slici 8
prikazan je jedan od predlozenih mehanizama reakcije DPPH radikala i fenolnih jedinjenja.
Ispitivanje antioksidativnog kapaciteta se zasniva na reakciji hromogenog jedinjenja

radikalske prirode sa antioksidansima [44].
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DPPH je komercijalno dostupan organski dugoziveéi radikal, tamno ljubicaste boje.
Kada se pomesa ispitivani antioksidans sa rastvorom DPPH, boja ljubicastog rastvora
DPPH se menja u zutu §to odgovara boji hidrazina, te se moze spektrofotometrijski meriti
apsorbancija u opsegu talasnih duzina od 515 do 528 nm. DPPH je fotosenzitivan i rastvara
se u organskim rastvaraCima, S$to ograniCava upotrebu reagensa za odredivanje

antioksidativne aktivnosti hidrofilnih antioksidanasa [44].

OH 0
Ot [+ o

DPPH ~ + DPPH. —= DPPH-DPPH O,N N-N

OH

o—0. 4 7
SE bl

0
: ©
DPPH oH oH OH
@/DPPH
Slika 8. Potencijalne reakcije izmedu DPPH i fenolnih jedinjenja [45, 46]

Tumacenje rezultata moze biti kompleksno ako analit sadrzi jedinjenja ¢iji se apsorpcioni
spektri preklapaju sa apsorpcionim spektrom DPPH na 515 nm (karotenoidi, eugenol) [44].

Relativna antioksidativna aktivnost se racuna prema sledec¢oj formuli:

RAA (%): {ADPPHAD_ AJZORKA J -100

PPH
gde je Apppu apsorbanciju rastvora DPPH, dok je Aworak apsorbancija smese uzorka i

DPPH.

28



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

2.7.4.Ciklicna voltametrija fenolnih jedinjenja

Ova tehnika se zasniva na povratnoj linearnoj promeni elektrodnog potencijala od
pocetne do vrednosti za krajnji potencijal, zatim do vrednosti potencijala gasenja, pri cemu
vrednost potencijala gasenja ne mora da bude identicna poc¢etnom potencijalu [47]. Na taj
nain je postignuta moguénost odredivanja potencijala karakteristicnih za fenolna
jedinjenja ispitivanih uzoraka propolisa u S§irokom opsegu potencijala.

Polazni oksidacioni potencijal je obi¢no elektrodni na kojem se ne odigrava proces
oksidacije 1 u toku snimanja elektrodni potencijal se pomera prema pozitivnijim
vrednostima. Za proces redukcije polazi se od elektrodnog potencijala na kojem nema
redukcije, zatim se elektrodni potencijal menja prema negativnijim vrednostima. Nakon
postizanja kona¢ne vrednosti elektrodnog potencijala, koja se za primer oksidacije obi¢no
postavlja na vrednost manju od potencijala oksidacije rastvaraca ili osnovnog elektrolita,
elektrodni potencijal se vraca do potencijala gasenja [47].

Danas je u upotrebi Citav niz razliCitih materijala koji se koriste za proizvodnju
elektroda najceS¢e od platine, zlata, srebra i razli¢itih tipova ugljenika (staklasti ugljenik,
grafit 1 dr.). Veli¢ina elektroda obi¢no iznosi nekoliko milimetara (posmatrajuéi precnik
disk elektrode) [47].

U voltametrijskim eksperimentima se najcescée koriste tri elektrode, radna pomoc¢na
i referentna. Radna i pomoc¢na elektroda su dovoljno razdvojene, dok je referentna
elektroda postavljena blizu radne elektrode i sadrzi Haber-Ludtinov-u kapilaru da bi se
smanjio gubitak otpora. U ¢elijama sa dobrim meSanjem posle snimanja u veéini slicajeva
se moze isti rastvor koristiti za viSe odredivanja bez zamene rastvora. Sirok opseg
rastvaraca (nevodenih i vodenih) i pomo¢nih elektrolita (obi¢no koncentracije 0,1 M)
ukljucujuéi 1 popularne tetraalkilamonijum-soli, se koriste za voltametrijska ispitivanja. S
obzirom da je ispitivana supstanca najées¢e koncentracije reda veli¢ine 10* M ili Gak i
manje, tragovi necisto¢a mogu imati Stetan uticaj na voltametrijska odredivanja. Izbor
rastvaraca i pomoc¢nog elektrolita zavisi od toga za Sta se koristi kao i od rastvorljivosti
ispitivanog analita [47].

Od svih elektroanaliti¢kih tehnika ciklicna voltametrija je nasla najvecu primenu u

ispitivanju  antioksidativnog kapaciteta. NajznacCajniji parametri za odredivanje
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antioksidativnog kapaciteta primenom ciklicne voltametrije su: vrednost intenziteta anodne
struje (I.,) koja je proporcionalna koncentraciji komponenata u uzorku, oksidacioni
potencijal (Ep), 1 povrSina pod anodnim talasom (Q). Ovi parametri su primenjeni za
procenu antioksidativnog kapaciteta i imaju razliita hemijska znacenja. E, vrednost
izrazava redoks svojstva antioksidansa, dok se I, i Q vrednosti odnose na koli¢inu prenosa
naelektrisanja. PovrSina pod anodnim talasom je predlozena kao bolji parametar za procenu
antioksidativnog kapaciteta nego I,. Medutim, i odnos izmedu prethodno navedenih
parametara (E,;»/Q) se Cesto koristi za procenu kapaciteta antioksidansa [48].

Pored gore navedenih, sredisSnji potencijal (Egeq), koji odgovara potencijalu izmedu
anode 1 katode, i polutalasni potencijal (E,») se koriste za procenu antioksidativne
aktivnosti u sluc¢aju odsustva povratnog katodnog potencijala, kao $to je to sluc¢aj kod galne
kiseline [48].

Vodeni ekstrakti indijskog propolisa su pokazali veéu antioksidativhu aktivnost
poredenjem sa etanolnim ekstraktom primenom ciklicne voltametrije [49]. Buratti i
saradnici su razvili amperometrijsku protocnu injekcionu metodu za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti pcelinjih proizvoda, i ustanovili da propolis pokazuje najvecu
antioksidativnu aktivnost u poredenju sa drugim pcelinjim proizvodima [50]. Rebiai je
proucavao antioksidativhu aktivnost alzirskog propolisa poredenjem sa elaginskom i
askorbinskom kiselinom kao standardom [51].

Cikli¢na voltametrija u kombinaciji sa hemometrijskim tehnikama postaje aktuelna
oblast hemije hrane. Pigani je razvio metodu za klasifikaciju vina primenom cikli¢ne

voltametrije i multivarijantnih metoda [52].

2.1.5. Odredivanje sadrzaja metala

Sadzaj metala u propolisu predstavlja vazan parametar sa stanovista zivotne sredine,
jer je stabilan i zavisi isklju¢ivo od tipa zemljista. Toksi¢ni metali prisutni u zemljistu i
vodi potiCu iz antropogenih izvora i mogu kontaminirati pcelinje proizvode. Olovo i
kadmijum su najviSe proucavani toksi¢ni metali. Kadmijum biljke apsorbuju iz zemljista te
moze kontaminirati nektar i pcelinje proizvode. Olovo je rasprostranjeno u vazduhu i potice

uglavnom od izduvnih gasova motornih vozila, tako da direktno moze kontaminirati nektar
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i med. Generalno, olovo se ne transportuje u biljkama. Pcelinji proizvodi su znacajni
bioindikatori zagadenja zivotne sredine. Ostali toksi¢ni metali, kao §to su ziva i nikl su
manje ispitivani i samo nekoliko studija je publikovano na ovu temu. Poslednjih godina
raste interes za ispitivanje naCina i stepena kontaminacije pcelinjih proizvoda toksi¢nim
metalima [11].

Primena indukovano kuplovane plazme sa optickom emisionom spektrometrijom
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) kako u
kvalitativnoj tako i u kvantitativnoj analizi ima brojne prednosti u odnosu na ostale tehnike.
Pored prednosti kvantitativnog odredivanja velikog broja elemenata, jedna od mozda
najvaznijih prednosti je mogucénost simultane multielementalne analize za relativno kratko
vreme [53]. Kako su na raspolaganju talasne duzine razlicitih osetljivosti, ostvarena je
mogucnost detekcije Sirokog opsega koncentracije, tj. tehnika poseduje Sirok linearni
dinamicki opseg (LDR) analiticke krive (4-6 redova veli¢ine). Prednost tehnoke se ogleda u
mogucnosti da se jedan te isti element moze analizirati i kao glavna komponenta i kao trag
pomocu iste analitiCke krive. ICP-OES je karakteristiCan po niskim granicama detekcije,
reda veli¢ine 1-100 ppb, zahvaljuju¢i visokoj temperaturi koja omogucava efikasnu
atomizaciju, jonizaciju i ekscitaciju ve¢ine elemenata Periodnog sistema [53].

Postoji mali broj publikacija koje se odnose na ispitivanje sadrzaja toksi¢nih i
esencijalnih metala u propolisu. Esencijalni i toksi¢ni metali su odredeni u uzorcima
propolisa sakupljenih u devet razli¢itih regiona Hrvatske. Ova istrazivanja ukazuju da

hrvatski propolis ne sadrzi toksi¢ne metale iznad dozvoljenih vrednosti [54].

2.8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti propolisa

2.8.1. Disk difuzioni metod

Difuzione metode se uglavnom koriste u poc¢etnom ,,skrining* testu antimikrobne
aktivnosti, gde se testirana supstanca prenosi u bunari¢ na hranljivoj podlozi (Well
diffusion method) ili na filter disk (Filter paper disc diffusion method), odakle se difuzijom
radijalno $iri po podlozi. Zona odsustva rasta (zona inhibicije) nastaje oko diska ili bunari¢a

kao posledica odredene koncentracije testirane supstance koja dovodi do zaustavljanja rasta
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bakterija. Izrazava se u milimetrimai meri se kao precnik zone inhibicije. Izmereni pre¢nik
zone inhibicije 1 stepen osetljivosti bakterija je izrazen na tri moguca nacina: nema

inhibicije (-), zona inhibicije do 8§ mm (+), od 8 do 12 (++), zona ve¢a od 12 (+++) [1, 55].

2.8.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC, minimal inhibition
concentration)

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije se primenjuje prilikom ispitivanja
antimikrobnih svojstava prirodnih proizvoda, ukljucujuci sirove ekstrakte, hromatografski
izdvojena jedinjenja kao i precis¢ena jedinjenja. Metoda je brza, osetljiva, relativno jeftina,
pouzdana i pomocu nje je moguce utvrditi minimalne inhibitorne i baktericidne
koncentracije antimikrobnih agenasa. Resazurin sluzi kao indikator ¢elijskog rasta, koji se,
pored MIC eseja, koristi u mnogim drugim testovima. U oksidovanom obliku resazurin je
plave boje i nije fluorescentan niti toksican, te je iz tog razloga nasao veliku primenu. U
prisustvu ¢elijskog rasta, delovanjem ¢elijskih oksidoreduktaza, redukuje se u fluorescentan
rezorufin koji je ruzicaste boje [1, 55].

Difuzionim metodama je moguce ispitati osetljivost bakterija prema odredenoj
supstanci, ali metoda je kvalitativna. Za razliku od difuzionih, dilucione metode su i
kvantitativne, jer je njima moguce utvrditi MIC ispitivanih uzoraka. MIC je najniza
koncentracija ispitivane supstance koja zaustavlja rast bakterija, dok se najniza
koncentracija koja izaziva smrt bakterija oznacava kao minimalna baktericidna

koncentracija (MBC) [1, 55].

2.8.3. Bioautografija

Bioautografija je analiticka metoda kod koje se jedinjenja prethodno razdvojena na
hromatografskoj plo¢i detektuju primenom zivih organizama, a poznata je jos od davne
1946. godine [1]. Iako bioautografija uglavnom ukljucuje Zive organizme (bakterije, plesni,
gljive, ¢elijske organele i enzime) ova metoda je pogodna i za ispitivanje antioksidativne
aktivnosti [1].

TLC-bioautografija esej se moze posmatrati kao jednostavna “on-line” ili “in situ”

metoda koja omogucava razdvajanje jedinjenja u slucaju slozenih smesa, ekstrakata kao i
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imobilizaciju bioloski aktivnih komponenata na TLC plo¢i [56]. Za razliku od klasi¢nih
mikrobioloskih testova koji ne prave razliku izmedu aktivnih i neaktivnih komponenata
prisutnih u analitu, ova metoda identifikuje komponente koje poseduju antimikrobnu
aktivnost. Zone ispitivanih jedinjenja su lako dostupne jer su planarni sistemi otvoreni i
dostupni za inkubacije bakterijskih kultura, enzima ili ¢elijskih organela. Glavne prednosti
TLC bioautografije su:

brz “skrining” velikog broja uzoraka

odredivanje bioloske aktivnosti, izolovanje aktivnih jedinjenja

odredivanje IC50 vrednosti Cistih jedinjenja.

Postoje razlicite tehnike bioautografije, kao Sto su direktne i indirektne. Direktnom
bioautografijom hromatogram se isprska, ili potapa u suspenzije gljivica ili bakterija.
Direktna bioautografija se primenjuje na mikroorganizme koji mogu da rastu direktno na
TLC plo¢i. Na Slici 10 je prikazana redukcija 3-(4,3-dimetiltiotioazol-2-il)-2,3-
difeniltetrazolijum bromida (MTT) nakon reagovanja sa potencijalnom zonom od interesa.

Zone inhibicije (zute boje) su posmatrane u odnosuna ljubicastu pozadinu [1, 56, 57].
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Slika 10. Redukcija MTT reagensa [56].
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2.9. Hemometrijske metode

2.9.1. Analiza glavnih komponenata (PCA)

Analiza glavnih komponenata (Principal Component Analysis, PCA) je najcesce
primenjivana multivarijantna metoda koja ima za cilj grupisanje ispitivanih uzoraka prema
slicnosti, formiranje takozvanih glavnih komponenata, koje nastaju linearnom
kombinacijom osnovnih varijabli. Dalje, PCA pruza mogucénost odredivanja spoljnih
vrednosti, tj. uzoraka koji se po hemijskim karakteristikama razlikuju od ostalih te se
obi¢no odstranjuju iz seta podataka. PCA se moze definisati kao metoda pomocu koje se
formira novi koordinatni sistem sacinjen od medusobno normalnih latentnih varijabli
(glavnih komponenata) usmerenih u pravacu najveceg varijabiliteta medu podacima.
Multidimenzionalni sistem koji se sastoji iz velikog broja dimenzija (varijabli u ovom
slu¢aju) se nakon primene PCA metode svodi na dve ili tri dimenzije [58].

PCA se zasniva na pronalazenju pravca medu varijablama koji na najbolji nacin
odrazava relativno rastojanje izmedu objekata i opisuje maksimum varijanse skorova.
Skorovi predstavljaju projekcije vrednosti podataka na latentnu varijablu, odnosno pravac
[60]. Ovaj pravac je poznat kao prva glavna komponenta (PC1) i definiSe se pomocu
vektora koeficijenata latentnih varijabli (loading vector). Druga glavna komponenta (PC2)
predstavlja pravac normalan na PC1 kojim se opisuje maksimum preostalog varijabiliteta
medu podacima. Sve dalje glavne komponente su normalne na prethodne i njihov pravac
pokriva varijanse medu podacima projektovane na posmatrani pravac. Ukupan broj glavnih
komponenata jednak je broju varijabli [60, 61].

Broj glavnih komponenata se najces¢e odreduje pomocu grafika zavisnosti broja
komponenata od varijanse PCA skorova [60]. Naime, varijable za koje se zna da sadrze
malu koli¢inu informacija, posle standardizovanja postace znacajne koliko i varijable koje
sadrze znacajnije informacije. Iz tih razloga se pocetni set podataka tretira postupkom
centriranja, autoskaliranja ili normiranja u odnosu na srednju vrednost ili autoskalira na

nulu srednje vrednosti i jedinicu varijanse pre pocetka PCA [58, 59].
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2.9.2. Klasterska analiza i toplotna mapa

Klasterska analiza je klasifikaciona metoda kojom se pronalaze grupe sli¢cnih
objekata (u prostoru promenljivih), ili promenljive (u prostoru objekata) ili obe
istovremeno. Ova metoda pretpostavlja da su informacije o strukturi grupa sadrzane u
podacima, ali da i odredeni objekat, odnosno varijabla, ne pripada samo jednoj grupi, vec
moze biti deo dve ili vise grupa [61]. Klasterska analiza ¢esto daje rezultate koje je teSko
objasniti, u smislu sli¢nosti objekata ili varijabli, zbog ¢ega su u literaturi predlozeni mnogi
algoritmi koji se zasnivaju na razliCitim principima. Najznacajnije metode klasterske
analize su sledeCe: particiona metoda, hijerarhijska metoda, metoda rasplinutog
klasterovanja (Fuzzy clustering methods), metoda grupisanja po odredenom modelu, u
kojoj razli€iti klasteri prate odredeni model, kao §to je multivarijantna normalna distribucija
sa odredenom srednjom vrednoscu i kovarijansom [60, 61].

Odgovaraju¢a graficka prezentacija rezultata ima izgled dendrograma. Na
dobijenom grafiku je mogucée odrediti optimalan broj klastera i videti hijerarhijski odnos
izmedu razliCitih grupa objekata, odnosno varijabli. Hijerarhijska metoda je najcesce
koris¢ena metoda za klastersku analizu. U okviru nje postoje dve procedure za formiranje
klastera:

Aglomerativna metoda,
Metoda razdvajanja (separaciona metoda) [58].

Razdvajanje ili spajanje klastera u pomenutim hijerarhijskim metodama zasniva se
na sli¢nostima i udaljenosti izmedu klastera. Udaljenost izmedu dva klastera odreduje se
razli¢itim pravilima od kojih se najcesce koristi Vardovo (Ward) pravilo. Sve pomenute
metode predstavljaju funkciju rastojanja izmedu objekata, odnosno varijabli, kao $to su
euklidovska razdaljina, menhetn (Manhattan) razdaljina, Minkovski (Minkowski) ili
Mahalanaobisova (Mahalanobis) razdaljina [58]. Rastojanje izmedu objekata 1 i 2 racuna se
primenom euklidovske razdaljine koja se definiSe kao:

dip=[(x11 — Xlz)2 + (X12— Xzz)z]l/2

Toplotna mapa je graficki prikaz hijerajhijske klasterske analize kod koje su

vrednosti pojedinih varijabli prikazane kao matrica u kojoj su individualne vrednosti

varijabli (uzoraka) predstavljene preko intenziteta boja. Na osnovu intentizeta boje moze se
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zakljuCiti o uticaju pojedinih varijabli (fenola, antioksidativne, antimikrobne aktivnosti
uzoraka) na grupisanje uzoraka. Pored toga, ova metoda prikazuje klasifikaciju varijabli i

uzoraka istovremeno u obliku 2D grafika [62] .

2.9.3. Metoda delimicnih najmanjih kvadrata (PLS) i metoda delimicnih najmanjih
kvadrata sa diskriminantnim pristupom (PLS-DA)

Metoda delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS) je jedna od najces¢e koris¢enih
hemometrijskih metoda zajedno sa multilinearnom regresijom (Multiple Linear Regression,
MLR) i regresijom glavnih komponenti (Principal Component Reggresion, PCR). PLS se
zasniva na linearnom modelovanju kod kojeg se matrica X projektuje na mali broj tzv.
latentnih varijabli (LV). Posledica toga je da PLS istovremeno pronalazi varijable koje
pokazuju visoku varijansu i visoko su korelisane sa zavisno promenljivom Y. Broj latentnih
varijabli u PLS modelu se odreduje unakrsnom validacijom [61, 63].

Vrednosti znacajnih projektovanih varijabli (Variable Importance in Projection,
VIP) prepoznaju promenljive koje su znacajne za dobijanje odgovaraju¢eg PLS modela.
Obicno se varijable sa VIP vrednostima koje su ve¢e od 1 smatraju znacajnim, dok se one
sa vrednostima nizim od 1 mogu iskljuciti iz modela, $to ne utice na smanjenje njegovih
predikcionih karakteristika [61].

Metoda delimi¢nih najmanjih kvadrata se primenjuje u cilju klasifikacije uzoraka
primenom diskriminantnog pristupa (PLS-DA). Za ovu analizu vektor klase se konstruise
za jednu varijablu svake klase sa vrednos¢u 1, ako uzorak pripada odredenoj klasi, i 0 ako
ne pripada [61]. Dobijene latentne varijable (LV) razdvajaju klase jedne od drugih. Ako je
broj varijabli mnogo veéi od broja uzoraka, PLS-DA model moze da bude precenjen i da se
dobiju neodgovarajuce klasifikacije. Shodno tome, PLS-DA algoritam moZze razdvojiti dve
grupe sastavljene od potpuno slucajnih podataka. Dalje, ispitivani set se moze podeliti na

kalibracioni i test set u cilju provere modela [64, 65].
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2.9.4 . Linearna diskriminanta analiza, LDA

Linearna diskriminantna analiza je mozda najcesc¢e koriS¢ena klasifikaciona metoda
koja se zasniva na gradenju linearno diskriminantnih funkcija, koje povecavaju razliku
izmedu uzoraka koji pripadaju razliCitim klasama, na racun smanjenja razlike izmedu
uzoraka koji pripadaju istoj klasi. Za razliku od PCA, koja ima ulogu redukcije
multidimenzionalnog prostora, LDA odreduje pravce u kojima je razlika izmedu klasa
maksimalna. Prema FiSer-u, broj diskriminantnih funkcija je jednak broju klasa minus
jedan, u slucaju kada je broj promenljivih veéi od broja klasa [66]. LDA kao kalibraciona
tehnika se koristi u cilju identifikacije varijabli odgovornih za klasifikaciju uzoraka i
konstrukciju modela za predvidanja klasifikacije novih uzoraka ¢ija grupna pripadnost nije
poznata [66]. U cilju validacije modela za predvidanje klasifikacije, LDA jednaCine su
izvedene kao linearna kombinacija originalnih varijabli:

D; = Boj+ ByjX; +...+ BnjXn,

gde Dj predstavlja diskriminantne skorove (jy= 1,....m-1), m broj grupa, B,; konstanta koja
mora biti uvedena, iz razloga Sto eksperimantalne vrednosti nisu standardizovane tokom
analize, Bj; 1 X; (I = 1,...n) su koeficijenti i vrednosti svake od nezavisnih varijabli prema
LDA modelu. Koeficijenti linearno diskriminantne funkcije su izabrani tako da odnos suma
kvadrata izmedu grupa i suma kvadrata unutar grupa bude Sto veci. Na osnovu
standardizovanih kanoni¢nih koeficijenata mogu se identifikovati varijable koje su
najznacajnije za klasifikaciju objekata. Dalje, graficki prikaz projekcije skorova pokazuje

klasifikaciju objekata [64, 66].

2.9.5. Priprema slike hromatograma za multivarijantnu analizu

Hromatogram dobijen tankoslojnom hromatografijom daje veliki broj informacija o
ispitivanom analitu koje se odnose na hemijske i fizicke karakteristike ispitivanih
jedinjenja. Pazljiv izbor sredstva za derivatizaciju omogucava markiranje odredenih zona
od svih prisutnih na hromatogramu [28].

Razli¢iti uredaji se koriste za snimanje TLC hromatograma, kao $to su kamera i

DigiStope 2 uredaj. Glavna prednost kamera u odnosu na ostale je dostupnost i niska cena,
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ali sa druge strane ve¢ina kamere ne poseduju sistem za ilumiscenciju. Takode, rastojanje
od plo¢e do kamere nije fiksirano. Dvanaestobitna (Charged Coupled Devices, CCD)
kamera koja ulazi u sastav DigiStore 2 wuredaja obezbeduje visokosofisticitanu
dokumentaciju hromatograma. Ovaj uredaj je povezan sa WinCat softverom i jednostavan
je zaupravljanje [28].

Slike hromatograma za multivarijantnu obradu se obi¢no koriste u obliku TIFF
(eng. Tagged Image File Format, TIFF) formata, ili u obliku JPEG (eng. Joint
Photographic Experts Group, JPEG) formata. TIFF format se najces¢e korisiti kao 8- ili 16-
bitni po kanalu. Za razliku od TIFF-a, JPEG format je efikasniji, jer sadrzi vise informacija
po bitu [28]. Nekoliko komercijalno dostupnih softvera se koristi za obradu slike
hromatograma, kao sto su ImageJ (ver.1.43qWayne Rasband, National Institutes of Health,
USA; http://rsb.info.nih.gov/ij), JustTLC (Sweeday, Lund, Sweden,
http://www.sweday.com/Products. Spx) ili Sorbfil TLC Videodensitomer (Ivan Mihtarov,

Sorbfil, Russia, http:/www.sorbfil.com/en/index.htm, itd) [28]. Imagel je elektronski

dostupan softver. Analiza fotografije hromatograma pomocu ovog softvera obuhvata
nekoliko koraka: oznaCavanje zona na hromatogramu, isecanje selektovane povrsine, i
rotiranje hromatograma za 90°. Kada su zone na hromatogramu razli¢ite boje, primenom
odgovarajucih kanala kao §to su crveni (red, R), zeleni (green, G) i plavi (blue, B) se moze
povecati selektivnost razdvajanja. Sa druge strane, ako su zone iste boje hromatogram se
moze prevesti u gray skalu [28].

Nakon toga, primenom odgovaraju¢ih filtera povecava se rezolucija profila,
odstranjuju Sumovi sa HPTLC profila. Filteri koji se koriste su Savitzy-Gplay filter,
Median filter, Adaptive Degree Polynomial filter, Fourier denosion i drugi [28].

Usled razlika u sastavu mobilne faze, temperature, vlaznosti, instrumentalne
nestabilnosti i slucajnih gresaka dolazi do pomeranja zona ispitivanih uzoraka unutar jedne
ili vise ploca, te se iz tih razloga primenjuje korekcija polozaja pikova u vidu procedure
“savijanja”. HPTLC hromatogrami poravnjati dodatkom ili oduzimanjem odredenih
segmenata u blizini odabranog pika, $to rezultuje poravnanjem Ry vrednosti zone
odredenog fenola. Iz tih razloga se moze primeniti procedura savijanja, kao §to su

dinamicko vreme savijanja (DTW) i korelacija optimizacije savijanja (COW) [67].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Reagensi

Sve standardne supstance 1 rastvaraCi koriS¢eni za eksperimetalni rad su analitickog
stepena cCisto¢e. Toluen, n-heksan, dihlorometan, etil-acetat, metanol, mravlja kiselina i
siréetna kiselina su HPLC stepena Cisto¢e (Merck, Darmstadt, Nemacka). Etanol 96% (v/v)
koridéen za ekstrakciju sirovog propolisa je proizveden u Zorki (Sabac, Srbija).

Ultracista voda ((Thermofisher TKA MicroPure) sistem za pre¢iS¢avanje vode, 0,055
uS/cm) koris¢ena je za pripremu standardnih rastvora, uzoraka i polaznih rastvora.

Standardi fenolnih jedinjenja: kvercetin, apigenin, kampferol, luteolin, krisin,
pinocembrin, galangin, naringenin i rutin nabavljeni su od §vajcarskog proizvodaca Fluka
AG. p-Kumarinska, kofeinska kiselina, 3—O-kofeoilkininska (hlorogenska), galna i
protokatehinska kiselina nabavljeni su od firme Sigma Aldrich (Stajnajm, Nemacka).

2-Aminoetil difenilborinat (NTS) koris¢en za derivatizaciju TLC ploca je
proizvdena u Fluka AG (Stajnajm, Nemacka). Polietilen glikol (PEG 400) koris¢en za
pojacavanje intenziteta fluorescencije je proizveden od strane Sigma Aldrich (Stajnajm,
Nemacka).

Neorganske soli kao $to su kalijum-hlorid, natrijum-karbonat, natrijum-hlorid,
magnezijum-sulfat kori§¢eni bez predhodnog precis¢avanja su analitickog stepena Cistoce
(Merck, Nemacka). Folin-Ciocalteu reagens ((H3PWi2040) 1 fosfomolibdenove kiseline
(H3PM01,040), (komercijalni proizvod)) kao i di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil) iminoazanijum,
(DPPH) su kupljeni od firme Sigma Aldrich (Stajnajm, Nemacka). Filteri za pre¢iiéavanje
uzoraka (13 mm, PTFE membrane 0,45 um) nabavljeni su od firme Supelko (Belefonte, PA,
SAD).
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3.2. Ekstrakcija

3.2.1. Ekstrakcija propolisa
Pedeset tri uzorka propolisa su prikupljena na teritoriji Srbije tokom 2010. i 2011.
godine. Tri uzorka su poreklom iz Nemacke, Danske i Hrvatske. Karta Srbije sa mapom

uzoraka propolisa je prikazana na Slici 11.
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Slika 11. Lokacija mesta prikupljanja uzoraka propolisa.
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Svi uzorci su prema geografskom poreklu podeljeni u sedam regiona: Vojvodina,
Centralni region, Zapadni region, Isto¢ni region, Juzni region, Kosovo i Metohija,
Beogradski region (Prilog, Tabela T1,). Priblizno 1 g propolisa je rastvoren u 10 ml 80%
etanola (etanol : voda = 8 : 2 v/v). Nakon toga, smeSa je refluktovana 2 h na 70 °C, a
rastvor je zatim proceden. Talog je suSen na sobnoj temperaturi i nakon toga meren. Filtrat
je proceden kroz filter hartiju, zatim uparen do suva i rastvoren u 5 ml metanola. Tako
dobijeni rastovor se koristio za dalju analizu. Spisak uzoraka sa geografskim poreklom,
procentom voska, klasifikaciji uzoraka prema tankoslojnoj hromatografiji je prikazana u
Prilogu u Tabeli T1. Ekstrakti smola pupoljaka topole (Populus nigra) su dobijeni od
Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Ekstrakti hrvatskog, slovenakog,
francuskog i brazilskog propolisa su dobijeni od laboratorije za hemiju hrane, Nacionalnog

instituta za hemiju, Ljubljana, Slovenija.

3.3. Visokoefikasna tankoslojna hromatografija srpskog i nemackog propolisa

Za hromatografska ispitivanja primenjena je tehnika horizontalne tankoslojne
hromatografije. Hromatografski sistem koris¢en za analizu 51 uzorka srpskog propolisa se
sastojao od amino NH, HPTLC ploca (Art. 12372, Merck, Darmstadt, Germany) kao
stacionarne i toluen : etil acetat : mravlja kiselina (6:5:1, v/v/v) kao mobilne faze.

Zapremina od 2 pl ekstrakata propolisa je naneta na plo¢e dimenzije (20 x 10 cm) u
obliku traka duzine 8 mm koriste¢i TLC CAMAG Linomat 4 za automatsko nanosenje
uzorka (CAMAG, Muttenz, Svajcarska). Relativna vlaznost je podesena na 75% rastvorom
natrijum-hlorida u vremenskom intervalu od 10 min. Vreme si¢enja kade parama rastvaraca
iznosilo je 20 min. Front rastvaraca je 70 mm, a vreme suSenja nakon razvijanja
hromatograma 5 min. Ploce su nakon razvijanja zagrevane 3 min na 100 °C primenom TLC
Heater III (CAMAG) i odmah uronjene u 0,3% rastvor NTS (etanolamin difenilborat) u
etil-acetatu u trajanju od 1 s, koris¢enjem Chromatogram Immersion devices III
(CAMAG,). Nakon 5 min susenja na vazduhu, razvijene ploce su uronjene u 0,5% rastvor
polietilenglikola 400 u dihlorometanu za 1 s, za pojacavanje i stabilizaciju fluorescentnih

zona. Dokumentovanje slika je izvedeno ispod 366 nm sa (CAMAG) video
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dokumentacijom sistema u vezi sa Reprostar 3 (CAMAG). Fotografije su ¢uvane u TIF
formatu za dalju obradu slike.

Za odredivanje fenolnog profila nemackog propolisa primenjena je tehnika
horizontalne tankoslojne hromatografije. Ekstrakti nemackog propolisa dobijeni od
Drzavnog instituta za pcelarstvo (Stuttgart, Germany) naneti su na plocu silika gela 60, 20
x 10 cm. Sirina zone je iznosila 8 mm. Hromatografsko razdvajanje je izvedeno u
vertikalnoj kadi sa dva kanala 20 x 10 cm (CAMAG, Muttenz, Switzerland), primenom
rastvaraca n-heksan : etil acetat: siréetna kiselina (5:3:1, v/v/v). Predeni put rastvaraca je
iznosio 65 mm. Tokom razvijanja hromatograma, ploce su si¢ene 37% hlorovodoni¢nom
kiselinom, sipanom u drugi kanal kade. Nakon razvijanja ploCe su susene 3 minuta na
toplom vazduhu, a potom uronjenje u Neu-ov reagens koriste¢i chromatogram immersion
device (CAMAG) i, nakon suSenja, ponovo uronjene u polietilen glikol. Snimanje slika je
izvedeno na 366 nm sa Baumer Optronic DXA 232 digitalnom kamerom sa 12-bit po

kanalu sa charge-coupled device (CCD).

3.3. 1. Prevodenje slike u matricu podataka za multivarijantnu analizu

Slike hromatograma su procesuirane primenom ImageJ softvera. Slika je otvorena
preko opcije (File/Open) i nakon toga, ispitivani uzorci su oznaceni duz cele ploce, sa
jedne strane i od startne mrlje do fronta rastvaraca sa druge strane, primenom opcije
(Selection/Image/Crop). Da bi se odstranio Sum signala, primenjen je median filter
(Proccess/Filter/Median) sa Sirinom od tri piksela, bez oduzimanja pozadine. Zatim su
slike rotirane za 90°, u cilju dobijanja profila pojedinih zona uzoraka
(Image/Transform/Rotate 90 Degrees Right). Crtanje profila propolisa (Analyse/Plot
Profile/Selected area 2.41 x 0.29) se izvodi za svaki uzorak ponaosob, za svaki kanal
posebno. Dobijeni profil predstavlja graficki prikaz zavisnosti intenziteta zona (izraZzen u
pikselima) u funkciji rastojanja. Ovako dobijene vrednosti su transportovane u Excel, u
cilju dalje multivarijantne analize.

Drugi nacin za prevodenje slike u matricu je razvijen prilikom analiziranja
nemackog porpolisa. Ovaj postupak se zasniva na prevodenu slike hromatograma u gray

skalu. Nakon toga, primenjena je operacija (im2double) u MATLAB softveru, u cilju
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odstanjivanja necistoca i zadrzavanja osvetljenja slike. Na ovaj nacin je slika pretvorena u
matricu podataka. Dobijena matrica podataka je prebacena u Microsoft Office Excel 2007
radi dobijanja pojedinacnog profila svakog ispitivanog uzorka i standardnih smesa
pojedinih fenola raCunanjem srednjih vrednosti za svaku zonu ponaosob. Tako dobijene

vrednosti su dalje koriS¢ene za multivarijantnu analizu.

3.4. Masena spektrometrija

3.4.1. UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS primenjena u analizi propolisa

Polazni rastvor smeSe flavonoida (luteolin, kvercetin, apigenin, kempferol,
naringenin, krisin, pinocembrin i galangin) i fenolnih kiselina (kofeinska kiselina, p-
kumarinska kiselina) koncentracije 1000 mg/l je pripremljen rastvaranjem standardnih
jedinjenja u metanolu. Razblazivanjem polaznog rastovora metanolom pripremljena je
serija radnih rastvora koncentracija: 0,025; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75 i 1,00 mg/l. Polazni
i radni rastvori su ¢uvani u mraku na 4 °C. Kalibracione krive su dobijene korelisanjem
povrsine pikova sa koncentracijom standardnih rastvora.

Sistem za ultraefikasnu te¢nu hromatografiju (UPLC) sastojao se od Accela 600
pumpe i Accela autosemplera (Thermo Fisher Scientific). Kolona kori$¢ena za analiticko
razdvajanje je Hypersil gold C18 colona (50 x 2,1 mm, 1,9 um veli¢ina Cestica) (Thermo
Fisher Scientific). Mobilna faza je sastavljena od (A) vode sa 1% mravlje kiseline i (B)
acetonitrila. Gradijentni program je bio: 0,0-10,0 min, 5-95% B; 10,0-12,0 min, 95% B; 12-
12,2 min, 95-5% B; 12,2-15 min, 5% B. Injekciona zapremina za sve uzorke iznosi Sul, a
brzina protoka je 300 pl/min.

Ultraefikasna te¢na hromatografija je kuplovana sa linearnim jon trap-Orbitrap
hibridnim masenim analizatorom (HESI-II, Thermo Fisher Scientific). Jonizacija je
izvedena u negativnom modu. Vrednosti pararametara jonskog izvora su iznosili: napon
jonskog izvora 5 kV, napon kapilara -40 V, napon cevi -80 V, temperatura kapilare 275 °C,
glavni i pomo¢ni protok gasa (N3) 42 i 11 proizvodnih jedinica. Maseni spektar je sniman u

opsegu odnosa m/z 100-900. Za studije fragmentacije podaci koji zavise od snimanja su
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ostvareni kolzionom indukovanom disocijacijom (CID). Normalna kolziona energija (CID)
indukovane disocijacije iznosila je 35 eV.

Fenolna jedinjenja su identifikovana i kvantifikovana prema masenim spektrima
ispitivanih jedinjenja. Masa identifikovanih molekula dobijena na osnovu UHPLC-LTQ
Orbitrap MS/MS je poredena sa tatnom masom izraCunatom primenom ChemSpider
softvera (www.chemspider.com) kao referentne biblioteke identifikovanih jedinjenja.
Granica detekcije (GD) i granica kvantifikacije (GQ) su racunate koriste¢i standardnu
devijaciju odgovora (SD) i odsecak kalibracione krive (S) prema formuli: LOD = 3(SD/S) i
GK = 10(SD/S). Povratni prinos (recovery) je odreden na tri koncentraciona nivoa od 20
ppm, 50 ppm, 70 ppm za krisin, pinocembrin, galangin, koji se nalaze u visokoj
koncentraciji u propolisu topola tipa i 10, 25 1 50 ppm za kafeinsku kiselinu, p-kumarinsku
kiselinu, luteolin, kvercetin, apigenin, naringenin i kempferol, koji su prisutni u nizoj
koncentraciji. U jedan gram propolisa je dodata gore navedena koli¢ina fenola u 10 ml

rastvora (etanol/voda= 8 : 2, v/v). Ekstrakcija je izvedena po predhodno opisanoj proceduri.

3.4.2. Direktna analiza u realnom vremenu (Direct analysis in Real Time, DART)
primenjena u analizi propolisa

Direktna analiza u realnom vremenu je primenjena za ispitivanje fenolnog profila
ekstrakata nemackog propolisa. Jonski izvor DART-SVPA (IonSense, Saugus, MA, USA)
je opremljen autosemplerom sa 12 pipeta (12 DIP-it®) koji omoguéava analizu 12 uzoraka
za veoma kratko vreme. Mera¢ brzine protoka helijuma kroz jonski izvor omogucéava
kontrolu protoka gasa u opsegu brzina od 3,2 do 3,4 Imin. Temperatura snimanja je iznosila
150 °C i 300 °C primenjuju¢i DART kontrolni softver (IonSence). Pomeranje nosaca sa 12
pipeta duz izvora jonizacije je omoguceno rucno ili softverski brzinom od 0,2 do 10 mm/s.
Napon snimanja je iznosio 4 kV, dok je napon elektroda 1 1 2 iznosio od 100 do 250 V,
redom. Kori$¢eni helijum i azot su visokog stepena Cisto¢e (99,999%). Jonski izvor je
povezan preko isparivaca sa G1956B MSD kvadrupol masenim analizatorom (Agilent,
Waldbonn, Germany). Maseni spektri su snimani u negativnom jonizacionom obliku.
Podaci su procesuirani u TH/MSD Chemstation B.02.01.-SR1 (260) u Agilent softveru.

Ukupna jonska struja je snimana u opsegu od m/z 70-700.
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3.5. Spektrofotometrijsko ispitivanje srpskog propolisa

Apsorpcioni spektri srpskog propolisa su snimani na UV-VIS spektrofotometru
(GBC UV-Visible Cintra 6). Uzorci propolisa su razblazeni 100 puta (0,1 ml do 10 ml)
etanolom. Spektri su snimani izmedu 250 nm i 400 nm u uzastopnim koracima od 1,75 nm.
Reproduktivnost (za vrednosti apsorpcije i talasne duzine snimanja) je proveravana u

najmanje dva puta za svaki uzorak.

3.5.1. Odredivanje relativne antioksidativne aktivnosti srpskog propolisa DPPH

Odmereno je 0,0078 g DPPH i rastvoreno u 250 ml metanola. Nakon toga, merena
je apsorbancija sveze spremljenog rastvora. Apsorbancija dobijenog rastvora je iznosila
0,826. Uzorci srpskog propolisa su razblazeni 100 puta (0,1 ml do 10 ml) etanolom. U
epruvetu je dodato 0,1 ml EEP i 4,0 ml spremljenog rastvora DPPH. Nakon toga, epruvete
su promuckane, odlozene na tamno mesto i nakon 45 minuta mereno je smanjenje
apsorbancije na 517 nm. Relativna antioksidativna aktivnost je izracunata po jednacini [68]:

- A

. L . . A
Re lativna Antioksida tivna aktivnost (%) = —2H worka_ . 100 %.

DPPH

3.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u propolisu

Ukupan sadrzaj fenola u uzorcima srpskog propolisa je odreden Folin-Ciocalteu
metodom. Uzorci propolisa su razblazeni 100 puta (0,1 ml do 10 ml) etanolom. U 0,1 ml
etanolnog ekstrakta propolisa (EEP) dodato je 6,0 ml vode, zatim 0,5 ml Folin—Ciocalteu
reagensa. Po dodatku reagensa, rastvor je promuckan. Nakon toga, dodato je 1,5 ml 20%
rastvora natrijum-karbonata. Rastvor je prome$an i inkubiran pola sata na 40 °C. Nakon
toga, merena je apsorbancija rastvora na 720 nm. Napravljena je serija standardnih rastvora

galne kiseline: 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm [68].
3.5.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u srpskom propolisu

Ukupan sadrzaj flavonoida je odreden spektrofotometrijski kompleksiranjem

aluminijum-hloridom. Alikvot od 0,4 ml EEP je razblazen vodom do 7,6 ml. Nakon toga u
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kivetu je dodato 0,4 ml 10% rastvora aluminijum-hlorida. Uzorci propolisa su razblazeni
100 puta (0,1 ml do 10 ml) etanolom. Rastvor je inkubiran sat vremena na sobnoj
temperaturi uz povremeno mesanje. Nakon toga, merena je apsorbancija na 420 nm.
Napravljena je serija standardnih rastvora kvercetina slede¢ih koncentracija: 10 ppm, 20
ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm. Standardni rastvor (0,8 ml) je razblazen sa 6,4 ml
metanola, nakon toga je dodato 0,8 ml 10% AICI;[68].

3.6. Cikli¢na voltametrija u analizi fenolnih jedinjenja iz propolisa

Ciklicani voltamogrami su snimljeni na aparatu za cikli¢nu votmametriju CHI760B
(CH Instruments, Austin, Texas, USA). Celija je opremljena elektrodom od staklastog
ugljenika (Glass Carbon Electrode, GC) kao radnom, platinskom (Model CHI221) kao
pomoénom 1 Ag/AgCl kao referentnom elektrodom (Model CHI111). Sva merenja su
izvedena na sobnoj tempearaturi. Uzorci propolisa su razblazeni 100 puta (0,1 ml do 10 ml)

etanolom. Cikli¢ni voltamogrami su snimani u opsegu potencijala od -0,2 do 1'V.

3. 7. Indukovano kuplovana plazma u analizi elemenata u propolisu

3.7.1. Mikrotalasna digestija

Mikrotalasna digestija je izvedena u mikrotalasnoj pe¢i (Maison, Italija) u
politetrafluoroetilenskim sudovima, koris¢enjem smese koja se sastoji od 10 ml HNOs i 1
ml HyO, i 0,5 g svakog uzorka. Temperaturni gradijent je iznosio od 20 °C do 200 °C u
periodu od 20 minuta i onda je temperatura odrzavna konstantnom 15 minuta (sa
maksimalnom snagom od 1230 W). Ohladeni rastvori su prebaceni u normalne sudove

zapremine 25 ml i nakon toga razblazeni do crte.

3.7.2. Analiza metala

Sadrzaj slede¢ih elemenata: Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo,
Na, Ni, Pb, Si, Sr, Ti, Vi Zn je odreden koriste¢i induktivno spregnutu plazmu (iCAP-6500
Duo, Thermo Scientific, UK). Sistem je opremljen integrisanom jedinicom za hidridno

odredivanje.Koncentracija As i Hg je odredena hidridnom tehnikom. Hidridi ovih
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elemenata su generisani sa 0, 6% NaBH4 (u 0, 5% NaOH) i 6 mol/l HCI. Polazni standardni
rastvori su pripremljeni od rastvora koncentracije 1000 mg/L, osim As i Hg, gde je
koncentracija rastvora bila 10 mg/l. Instrumentalna kalibracija je proveravana svakih 10-12

uzoraka.

3.8. Antimikrobna aktivnost propolisa

3.8.1. Materijal

U ovom radu korisc¢ena je kolekcija Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterijskih
izolata iz postojece laboratorijske ATCC kolekcije Katedre za mikrobiologiju Bioloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu:
Listeria monocytogenes ATCC19111, Staphylococcus aureus ATCC23023, Bacillus
subtilis ATCC6633, Enterococcus faecalis ATCC29212, Micrococcus luteus ATCC7468,
Streptococcus equisimilis ATCC12394, Aeromonas hydrophila ATCC 49140, Enterobacter
cloacae ATCC 49141, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 25933,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422, Salmonella enteritidis ATCC 13076 i Shigella
flexneri ATCC 9199.

3.8.2. Medijumi za gajenje bakterija
LA — Luria agar (Difco):

Bakto tripton 10g
Ekstrakt kvasca 5¢
NaCl 5¢g
Agar I5¢g
IM NaOH 3 ml
Destilovana voda 1000 ml
LB — Luria-Bertani (Difco):

Bakto tripton 10g
Ekstrakt kvasca 5¢
NaCl 5¢g
IM NaOH 5 ml
Destilovana voda 1000 ml
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BHI - Brain—Heart Infusion broth (Biomedics):

BHI 37¢g
Destilovana voda 1000 ml
BHI-agar:

BHI sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml destilovane vode.

MHB — Mueller-Hinton broth (Himedia):
MHB 2l g

Destilovana voda 1000 ml

MHA- Mueller-Hinton agar:
MHB sa dodatkom 15 g agara na 1000 ml destilovane vode

Soft agar:

Agar 6g
NaCl 5¢g
Destilovana voda 1000 ml

3.8.3. Antibiotici i reagensi korisc¢eni u MIC testu:

Rifampicin, polazni rastvor koncentracije 100 mg/ml rastvaran u metanolu, koncentracija
finalnog rastvora je iznosila 400 pg/ml,

Ampicilin, polazni rastvor koncentracije 25 mg/ml rastvaran u metanolu, finalni rastvor je
bio koncentracije 400 pg/ml,

Streptomicin, polazni rastvor koncentracije 20 mg/ml rastvaran u metanolu, finalni rastvor
je bio 400 pg/ml,

Natrijum resazurin (>90 % (LC) C,,HsNaO4 = 251,17) 0,675 mg/ml finalne koncentracije.

3.8.4. Pripremanje prekonocnih kultura bakterija

Sojevi B. subtilis i E. faecalis su gajeni u LB medijumu, S.equisimilis, S.aureus i
M.luteus u MHB medijumu, a L.monocytogenes u BHI medijumu, 24 h na temperaturi od
37 °C.

Epruvete sa prekono¢nim kulturama bakterijskih sojeva su promuckane, zatim je
spektrofotometrom (UV-630 pc Double Beam Spectrophotometar, MRC) izmerena opticka
gustina na 600 nm talasne duzine. Nakon ocitavanja optiCke gustine izvrSeno je

centrifugiranje na 4000 obrtaja/min u toku 10 minuta, nakon ¢ega je odliven filtrat, a talog
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je resuspendovan u sveze pripremljenom 0,01 mol/dm’ MgSO, Nakon resuspendovanja

dobijen je Zeljeni broj bakterija, tj. 10* prema Mc Farland-ovom standardu 0,5.

3.8.5. Disk difuzioni test

Za odredivanje rezistencijebakterija prema razli¢itim antimikrobnim agensima
koris¢ena je metoda antibiogram postupka sa diskovima od filter-papira (Abtek, Engleska),
tzv. “disc — diffusion” test. Princip ove metode zasniva se na tome da antimikrobni agens
difunduje u podlogu i radijalno se S$iri, pri ¢emu njegova koncentracija opada sa
udaljavanjem od ivice filter-papira. Ukoliko je bakterija osetljiva na delovanje testiranog
antimikrobnog agensa, ona nece porasti u zoni njegovog delovanja. Stoga se, nakon
inkubacije, oko filter-papira uocavaju zone odsustva rasta, tzv. zone inhibicije.
U Petri-Solje sa hranljivom podlogom razliveno je 5 ml rastopljenog soft-agara sa 50 ul
prekonoé¢ne kulture odgovarajuéeg bakterijskog soja (1x10® bakterija/ml). Diskovi filter-
papira natapani su sa po 10 pl odgovarajuceg uzorka propolisa. Impregnisani diskovi su
zatim ravnomerno rasporedeni na povrSinu zasejane podloge pomocu sterilne pincete. U
svaku Petri-Solju postavljen je po jedan filter-papir disk impregnisan sa 10 pl metanola, koji
predstavlja kontrolu rastvarata. Svaka testirana bakterija izlozena je gradijentu
koncentracija od 200 mg/ml do 1,56 mg/ml, po principu svaka naredna koncentracija
dvostruko manja od predhodne. Petri-Soljesu inkubirane u termostatu 24 h, na 37 °C.
Nakon inkubacije, na podlozi se formirao gust bakterijski tepih na kojem se oko filter-
papira uocava zona odsustva rasta, tzv. zona inhibicije. Milimetarskim lenjirom su
izmerene zone ihibicije rasta, na osnovu kojih je utvrdena osetljivost bakterijskog soja na

ispitivani propolis.

3.8.6. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Minimalne inhibitorne 1 baktericidne koncentracije propolisa odredivane su
mikrodilucionom metodom u mikrotitracionim ploama, serijskim razblazivanjem
ispitivanih uzoraka. Koris¢ene mikrotitracione ploce sadrze 96 bunarica rasporedenih u 12
kolona i 8 redova. U mikrotitracionoj plo¢i, za svaku testiranu bakteriju, pored kolona sa

ispitivanim supstancama postoji i negativna kontrola (kontrola rasta bakterija) kao i ,,blank*
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(kontrola sterilnosti medijuma). Kao pozitivna kontrola koris¢eni su antibiotici: ampicilin,
rifampicin i streptomicin. Takode, posSto su uzorci propolisa rastvoreni u metanolu, radena
je 1 kontrola rastvaraca za svaku bakteriju. Svi uzorci propolisa, kontrola rastvaraca za
svaku bakteriju, kao i antibiotska kontrola radeni su u duplikatu. Kao indikator bakterijskog
rasta koriS¢en je vodeni rastvor resazurina. Mikrotitarske ploce su punjene na slede¢i nacin:
Negativna (bakterijska) kontrola: u dva bunarica je dodato po 180 ul odgovarajuce podloge
(MHB, LB, BHI) i 20 pl bakterija.

Kolona sa ispitivanom supstancom: napravljen je gradijent tako §to je u prvi bunari¢ dodato
160 pul odgovarajuce podloge i 40 ul supstance, a u ostale bunari¢e obelezene od B-G po
100 pl. Zatim je iz prvog bunarica uzeto 100 ul i prebaceno u drugi, iz drugog u treci i tako
do poslednjeg iz kojeg je izbaceno 100 pl rastvora. Posle napravljenog gradijenta, u svaki
bunari¢ je dodato jos po 80 pl podloge i 20 pl bakterija, tako da je finalna maksimalna
koncentracija testiranih propolisa u prvim bunari¢ima bila 20 mg/ml.

Pozitivna (antibiotska) kontrola: napravljen je gradijent tako §to je u prvi bunari¢ dodato
200 pl antibiotika koncentracije 400 pg/ml, a u ostale bunarice po 100 pl odredene
podloge. Zatim je iz prvog bunari¢a uzeto 100 pl i prebaceno u drugi, iz drugog u treci i
tako do poslednjeg iz kojeg je izbaceno 100 pl rastvora. Posle napravljenog gradijenta, u
svaki bunari¢ je dodato jos po 80 pul podloge i 20 pul bakterija.

Blank (kontrola sterilnosti medijuma): u bunari¢e je dodato po 200 pl hranljive podloge.
Kontrola rastvarac¢a (metanol): napravljen je gradijen tako Sto je u prvi bunari¢ dodato 160
ul hranljive podloge i 40 pl rastvaraca (onoliko koliko je bilo i testirane supstance), a u
ostale bunarice obelezene od B-G po 100 ul. Nakon toga, u svaki bunari¢ je dodato jo$ po
80 ul podloge i 20 ul bakterija, tako da je finalna koncentracija rastvaraca u prvim
bunari¢ima bila 10%.

Ocitavanje opticke gustine vrSeno je u “Microplate reader”-u (Thermo Fisher
Scientific Instruments Co., Sangay). Kako “Reader” cita¢c nema moguénost oduzimanje
slepe probe, uradena je i kolona za oduzimanje slepe probe testiranih propolisa, tako §to je
u prvi bunari¢ dodato 160 pl hranljive podloge i 40 ul propolisa, a u ostale po 100 ul
podloge. Napravljen je gradijent na isti nac¢in kako je prethodno navedeno, nakon cega je

dodato jos 100 pul podloge.
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Po zavrsetku dodavanja svih potrebnih supstanci, mikrotitarske ploce su uvijene
parafilmom i inkubirane 24 h na temperaturi od 37 °C. Nakon inkubacije i odmeravanja
O.D. na 600 nm, dodato je 22 pl resazurina i ostavljeno na doinkubaciju u trajanju od 3 h.
Resazurinska reakcija se prati promenom boje indikatora iz plave u ruzicastu. Poslednja
koncentracija pri kojoj nije doslo do promene boje tumaci se kao MIC. Iz tog bunarica,
sterilnom ezom uzeti su uzorci i zasejani na povrSinu ¢vrste MHA podloge. Nakon
inkubacije od 24 h na 37 °C, posmatrana je pojava rasta bakterija u Petri-Soljama. Ukoliko
je doslo do rasta, to je potvrda da je koncentracija propolisa u bunari¢u iz kojeg su zasejane

bakterije minimalna inhibitorna koncentracija.

3.9. Multivarijantne metode

Multiarijantne metode kao $to su PCA, HCA, PLS, PLS-DA izvedene su
koris¢enjem PLS Toolbox statistickog paketa (Eigenvectors Inc.v.7.0.5) u okviru
MATLAB verzije 7.12.0 (R2011a) (MathWorks INC, Natick, MA, USA). Toplotna mapa
je izvedena primenom elektronski dostupnog softvera GenEx® (MultiD Analysis,
Goteborg, Sweden) (http:/genex.gene-quantification.info).LDA je izvrSena primenom

SPSS 20.0 Statistics softvera (SPSS Inc., 2012).
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4. NASI RADOVI

4.1. Fenolni profil srpskog propolisa odreden visokoefikasnom tankoslojnom

hromatografijom

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija je primenjena u cilju ispitivanja
fenolnog profila ekstrakata srpskog propolisa. Na osnovu vizuelnog posmatranja dobijenih
hromatograma mogu se razlikovati dva tipa srpskog propolisa. Uzorci koji sadrze oranz,
zute 1 zelene zone su klasifikovani kao uzorci propolisa oranz tipa, dok uzorci su koji
sadrze plave i zelene zone klasifikovani kao uzorci plavog tipa propolisa. Fenolni profili
oranz i plavog tipa propolisa sa identifikovanim fenolnim jedinjenjima su prikazani na Slici
12. Ne moze se jasno definisati razlika u fenolnom profilu ova dva tipa propolisa, obzirom
da oranz tip sadrzi plave zone, i obrnuto. Ovo bi se moglo objasniti na dva nacina: i)

raznolikim sastavom biljnih smola i ii) naknadnim mesanjem ova dva tipa propolisa.

Pinobanksin/Feniletil estar kofeinske kiseline
Naringenin
Kofeinska kiselina

Pinobanksin
Naringenin
Kofeinska kiselina

Kvercetin/Elaginska kiselina
Apigenin

Kvercetin
Apigenin

O-tip B-tip
Slika 12. Fenolni profil O (oranz) i B (plavog) tipa propolisa dobijen visokoefikasnom

tankoslojnom hromatografijom.

Na osnovu fenolnog profila srpskog propolisa dobijenog HPTLC metodom (Slika
13) namece se zakljuCak da je oranz tip propolisa dominantniji od plavog, §to je moguce
objasniti ve¢om rasprostranjenosc¢u glavnog botanickog izvora oranz tipa propolisa. Uzorci

koji pripadaju oranz tipu propolisa pokazuju skoro identi¢an fenolni profil, za razliku od
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plavog tipa propolisa koji ima raznolik fenolni profil. Medonosne pcele najverovatnije
prikupljaju smolu sa pupoljaka topole kao dominantnog biljnog izvora i proizvode oranz tip

propolisa, dok plavi tip srpskog propolisa bi mogao biti smeSa nekoliko biljnih vrsta

(Cetinari, voce, breza, vrba, jasen) [2, 5].

Slika 13. Fenolni profil srpskog porpolisa dobijen HPTLC metodom: O-oranz tip propolisa,
B-plavi tip propolisa.

Fenolna jedinjenja karakteristicna za oranz tip propolisa su kempferol, kvercetin,
krisin i CAPE. Odabrana standardna fenolna jedinjenja hromatografisana sa uzorkom koji
pripada oranz tipu propolisa su prikazana u Prilogu na Slici P1. Pored navedenog, uzorci
koji su klasifikovani kao oranz tip sadrze i kofeinsku kiselinu i pinobanksin u vecoj koli¢ini
u odnosu na uzorke koji pripadaju plavom tipu propolisa. Jedinjenja koja karakteriSu plavi
tip srpskog propolisa su galangin, pinocembrin i fenolne kiseline [65]. U cilju boljeg
razumevanja hemijskog sastava i botanickog porekla srpskog propolisa namece se potreba
za njegovim poredenjem sa propolisima iz razli¢itih regiona u okruzenju. Fenolni profili
slovenackog, hrvatskog, srpskog kao i po jedan uzorak brazilskog (1) i francuskog (2)
propolisa su dobijeni primenom HPTLC metode gde je koris¢en silika-gela kao stacionarna
faza (Slika 14). Na osnovu dobijenih hromatograma moze se uociti slinost u fenolnom
profilu ispitivanih uzoraka, osim u slucaju uzorka brazilskog propolisa. Sli¢no kao i kod
srpskog, u fenolnom profilu hrvatskog propolisa izdvajaju se dva tipa, oranz (dominantniji

tip) i plavi. Medu uzorcima slovenackog propolisa dominira plavi tip (od 11 ispitivanih
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uzoraka samo jedan uzorak pripada oranz tipu propolisa). Na Slici 14 (C) (oznaka 2)
prikazan je fenolni profil uzorka koji potice iz Francuske i ocigledno je da on pripada

plavom tipu.

PP PPPPOSLPPPPPP
1 2

Slika 14. Fenolni profil A) srpskog, B) hrvatskog i C) slovenackog, C1 brazilskogi C2
francuskog, propolisa dobijen na osnovu HPTLC analize. P - oznaka za plavi propolis, O -

oznaka za oranZz propolis, ST. - smesa standardnih supstanci.

Uzorci slovenackog propolisa koji pripadaju plavom tipu propolisa pokazuju
raznovrstan fenolni profil i ovo nedvosmisleno ukazuje da pcele koriste nekoliko razlicitih
biljnih izvora, sli¢no kao i kod srpskog propolisa. Na osnovu Slike 12 i Slike P1 u Prilogu,
moze se zakljuciti da plave zone poti¢u od fenolnih kiselina i galangina, pinocembrina i
CAPE.

Fenolni profil rumunskog propolisa su ispitivali Sarby i saradnici takode primenom

tankoslojne hromatografije u kombinaciji sa hijerarhijskom klasterskom analizom [69].
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Dobijeni hromatogrami jasno pokazuju postojanje dva tipa propolisa, koje su autori oznacili
kao livadski i Sumski tip. Propolisi koji sadrze oranz zone pripadaju tzv. livadskom tipu
propolisa i u okviru ove grupe moguce je uociti tri podgrupe, dok propolisi koji sadrze
plave zone pripadaju tzv. Sumskom tipu propolisa i u okviru ove grupe moguce je uociti
dve podgrupe. Ovakva klasifikacija rumunskog propolisa je potvrdena i hijerarhijskom
klasterskom analizom koja jasno izdvaja dva klastera uzoraka razli¢itog botanickog porekla
[69].

Medié-Sari¢ i saradnici su ispitivali ekstrakte hrvatskog propolisa koriséenjem TLC
metode uz derivatizaciju fenolnih zona rastvorom aluminijum-hlorida. Od sedam
ispitivanih uzoraka jedan uzorak (iz regiona Veliki Zdenci) se po svom fenolnom profilu
izdvaja od ostalih. Rezultati do kojih su dosli hrvatski istrazivaci nedvosmisleno potvrdjuju
postojanje dva tipa propolisa [70].

Morlock i Bertrams su, nezavisno jedno od drugog, ispitivali fenolni profil i
botanicko poreklo nemackog propolisa primenom HPTLC i TLC-MS metoda. Razultati do
kojih su dosli nedvosmisleno potvrduju prisustvo oranz i plavog tipa propolisa (Slika 15).
Autori su ustanovili da oranz propolis poti¢e od biljnih vrsta kao $to su Populus canadensis
and P. nigra ‘ltalica’. Takode, vrste topole kao §to su P. berolinensis, P. maximowiczii, i P.
balsamifera, predstavljaju botani¢ke izvore oranz tipa propolisa. Plavi tip nemackog
propolisa potice od vrste topole P. tremula. U Tabeli 4 su prikazana jedinjenja
karakteristicna za oba tipa nemackog propolisa i smole pupoljaka botanickih izvora

nemackog propolisa [71, 72].
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Slika 15. Fenolni profil nemackog propolisa dobijen visokoefikasnom tankoslojnom

hromatografijom. O - oranz tip, B - plavi tip proplisa, S.S. — standardne supstance.
Scholl i Morlock su poredili fenolni profil nemackog propolisa sa propolisima iz

evropskih zemalja kao $to su Rumunija, Spanija, Bugarska i Italija. Ustanovili su da ovi

propolisi pokazuju sli¢an fenolni profil kao i nemacki propolis [71].
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Tabela 4. Lista jedinjenja karakteristi¢nih za P (plavi) i oranz (O) tip nemackog propolisa

[71,72]
UV max o ) ) Tip
Zona Jedinjenje Boja zone Biljni izvori propolisa )
[nm] propolisa
1 Elaginska kiselina Plava 233,367 Poplar nigra PiO
2 Hlorogena kiselina Plava Aesculus hippocastanum PiO
3 Apigenin Zelena 268,336 Poplar nigra PiO
4 Kvercetin Oranz 294,366 Poplar nigra PiO
3 Krisin Oranz 270, 324 Populus Canadensis PiO
6 Kofeinska kiselina Svetloplava 274 Populus canadensis PiO
. . Poplar nigra, .
7 Naringenin Zelena 288 Aesculus hippocastanum PiO
268,294, Poplar nigra, .
Kempferol Zelena 368 Aesculus hippocastanum Pio
CAPE Svetloplava 296, 324 Poplar nigra PiO
10 Galangin Svetloplava ggg’ 292, Poplar nigra (e]
11 Pinocembrin Zelena 288 Poplar nigra (e}
12 Krisin-metiletar Plava 288,330 Poplar nigra (¢}
13 Kvercetin-metil-etar Narandzasta 288,338 Populus xcanadensis (0]
14 Kempferol-metil-etar Narandzasta 288,338 Populus canadensis (0]
13 Pinobanksin-metil-etar Plava 288 Populus canadensis (e}
16 Luteolin metal-etar Zuta 290, 344 Populus canadensis (0]
17 Kvercetin dimetil-etar Zuta 290, 344 Populus canadensis (0]
18 Benzil-estar kofeinske kiseline ~ Svetloplava 238,298 Populus canadensis (e}
19 El.’;al‘?;g”‘emr kofeinske Svetloplava 238,298 Populus canadensis 0
20 Pinobanksin acetat Svetloplava 294,318 Populus canadensis (¢}
. . Populus Canadensis, Aesculus
21 Pinocembrin Tamnozelena 290 hippocastanum (6]
22 Pinobanksin butirat Tamnozelena 290 Populus canadensis (¢}
23 Metilbutioil pinobanksin Tamnozelena 290 Populus canadensis (0]
24 Dikofeoilacetilglicerol Plavozelena 292,318 P. tremula P
23 P-kumaroilkofeoilacetilglicerol ~ Plavozelena 320 P. tremula P
26 Kofeoilferuoilacetilglicerol Tamnoplava 320 P.tremula P
27 di-p-kumaroilacetilglicerol Tamnoplava 318 P. tremula P
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4.1.1. Fenolni profil srpskog propolisa na osnovu profila dobijenog ispitivanjem slike
HPTLC hromatograma

Hromatogram predstavlja bogat izvor informacija o analitima. Na osnovu vizuelnog
posmatranja HPTLC hromatograma, mogu se dobiti informacije o slicnosti odnosno

razlikama izmedu uzoraka, te koli¢ini fenolnih jedinjenja.
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Slika 16. Fenolni profili plavog a, b) i oranz c) tipa sprskog propolisa dobijenom prema
HPTLC studiji i ImagelJ softveru.

Zbog razlike u hemijskoj strukturi, fenoli koji ulaze u sastav propolisa nakon
derivatizacije daju zone razliCitih boja, te je slika hromatograma podeljena na tri kanala:
crveni (red, R), zeleni (green, -) i plavi (blue, B). Fenolni profili oranz i plavog tipa

propolisa dobijeni HPTLC metodom za sva tri kanala su prikazani na Slici 16. U slucaju
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oranz tipa propolisa skoro identi¢an profil je dobijen za sva tri kanala, dok kod plavog tipa
propolisa postoje znacajne razlike. Na osnovu Slike 16, moze se uociti da crveni i plavi
kanali kod oranz tipa propolisa pokazuju intenzivne pikove koji odgovaraju fenolima
prisutnim u vecoj koli¢ini, dok zeleni kanal daje pikove znatno manjeg intenziteta. Svi
uzorci sadrze jednu zelenu zonu, koja je manjeg ili veCeg intenziteta i u zelenom kanalu je
prikazana u obliku intenzivnog pika [65].

Zeleni kanal je najznacajniji za razlikovanje plavog od oranz tipa propolisa jer
izdvaja zelene i plavo-zelene zone prisutne u plavom tipu propolisa, dok su ostala dva

kanala bitna za karakterizaciju oranz tipa propolisa [65].
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—
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Slika 17. Fenolni profili slovenackog oranz (orange) i plavog (blue) tipa propolisa

dobijenom prema HPTLC studiji i ImageJ softveru.
Na osnovu Slike 17 se moze uociti da plavi tip slovenackog propolisa ima pikove

manjeg intenzita od oranz tipa. Uzorak koji pripada oranz tipu propolisa sadrzi pikove koji

poticu od plavih zona velikog intenziteta za razliku od plavog koji pokazuje jedan
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intenzivni pik na Rg= 0,50. Moze se uociti razlika u fenolnom profilu izmedu slovenackog
i srpskog propolisa koji pripada plavom tipu, jer plavi tip slovenackog propolisa ne sadrzi

oranz zone.

4.1.2. Multivarijantna analiza slike hromatograma srpskog propolisa

Kako bi se potvrdilo prisustvo dva tipa propolisa dobijenog HPTLC metodom
primenjenje su PCA i HCA. Obzirom na postojanje zona razlicitih boja na hromatogramu,
multivarijantne metode analize su primenjene za sva tri kanala, u cilju identifikacije kanala
koji najbolje ukazuje na razlikovanje uzoraka koji pripadaju plavom i oranz tipu propolisa.

Varijable su predstavljene kao intenziteti razdvojenih zona (izrazene u pikselima)
duz puta hromatograma, pocev od polazne mrlje do fronta rastavaca, za svaki uzorak
ponaosob. Srednje centriranje je primenjeno kao neophodan korak u cilju svodenja varijabli
na jednaku tezinu. Klasifikacione metode su primenjene na matricu podataka (33 x 430)
pre i nakon kori$¢enja procedure savijanja (33 x 408) za svaki od tri kanala ponaosob.

S obzirom na postojanje dva tipa propolisa koji se razlikuju po fenolnom sastavu,
nije moguce primeniti proceduru savijanja na sve uzorke, jer nisu isti fenoli prisutni u oba
tipa propolisa, te se ne mogu preklapati. Uzorak 19 je izabran kao referentni za oranz tip,
jer su fenolne zone ovog uzorka jasno razdvojene i definisane. Na Slici 18 (A, B) su
prikazana tri reprezativna uzorka koja pripadaju oranz tipu propolisa (19, 20, 21) pre i
nakon procedure savijanja. Na osnovu prikazane slike moze se uociti neslaganje izmedu
fenolnih profila tri uzorka, pri ¢emu uzorak 21 odstupa od druga dva uzorka [65].

Uzorak broj 1 je izabran kao referentni uzorak za plavi tip pod istim kriterijumima
kao 1 kod oranz tipa propolisa. Tako dobijeni profili, pre i nakon primene procedure
savijanja, su podvrgniti multivarijantnim hemometrijskim metodama. Slika 19 pokazuje
profile plavog i oranz propolisa pre i nakon ove procedure. Uzorci koji pripadaju plavom
propolisu (1, 2, 4) nakon primenjene procedure daju razli¢it fenolni pofil, jer postoji
raznolikost u hemijskom sastavu izmedu uzoraka. Sa druge strane, uzorci koji pripadaju

oranz tipu pokazuju poravnanje izmedu zona [65].
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Slika 18. Fenolni profil: A) pre primene procedure savijanja, B) nakon primene procedure
savijanja na uzorke (19, 20, 21) koji pripadaju oranz tipu propolisa, C) pre primene
procedure savijanja, D) nakon primene procedure savijanjaa uzorke koji pripadaju (1, 2, 4)

plavom tipa propolisa
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Slika 19. Fenolni profili oranz (A, B) i plavog (C, D) propolisa pre i nakon primene

procedure savijanja u dinami¢nom vremenu (dinamic time warping, DTW), redom.

PCA je primenjena kako bi se podaci vizualizovali i smanjila dimenzionalnost
multivarijantnog problema na svega dve ili tri dimezije (komponente). Na osnovu grafika
skorova (Slika 20) prve dve komponente moze se utvrditi raspored, odnosno grupisanje i
eventualno prisustvo spoljasnjih uzoraka propolisa za sva tri kanala ponaosob. Statisticki
parametri PCA modela kao $to su broj glavnih komponenata (PCs) i procenat ukupne
varibijalnosti ispitivanih modela su prikazani u Tabeli 5. Vrednosti skorova, odnosno
njihova uzajamna projekcija, za prve dve komponente pokazuju grupisanje uzoraka u dve
grupe, $to odgovara dobijenim HPTLC profilima. Uzorci koji su klasifikovani kao plavi tip

propolisa su uglavnom rasporedeni sa leve strane grafika, dok se uzorci oranz propolisa
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prostiru sa druge strane duz PC1. Duz PC2 se na grafiku skorova uocavaju dve podgrupe
oranz propolisa. Neki uzorci se ne odvajaju jasno od ostalih, $to se moZe objasniti blagom
dominacijom fenola karakteristicnih za oranz tip propolisa. Za razliku od PCA modela

crvenog i zelenog kanala, plavi kanal ne pokazuje dobro razdvajanje [65].
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Slika 20. PCA grafici skorova dobijeni na osnovu sirovih podataka, A, B, C zajednicka

projekcija skorova za crveni, plavi i zeleni kanal, redom.

Grafik vektora latentnih varijabli pokazuje povezanost izmedu varijabli i moze se
koristiti za identifikaciju varijabli sa doprinosom na razdvajanje uzoraka na grafiku odnosa
prve dve glavne komponente. Zajednicka projekcija vektora latentnih varijabli i PC1, za

sva tri kanala je prikazana na Slici 21. Grafici vektora latentnih varijabli pre i nakon
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procedure savijanja su identi¢ni i pokazuju uticaj varijabli sa vrednostima 0,33; 0,36; 0,42;
0,46 1 0,36 kao varijable sa najve¢im uticajem na PC1. Upravo ove varijable su odgovorne
za razdvajanje uzoraka propolisa na oranz i plavi tip. Uzorak 35 potice iz Hrvatske, a prema
HPTLC studiji pripada plavom tipu propolisa. Sa druge strane, ovaj uzorak je prema

grafiku glavnih komponenata klasifikovan kao oranz tip propolisa [65].
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Tabela 5. Statisticki parametri PCA i PLS-DA modela za sva tri kanal

Statisti¢ki parametri za PCA i PLS-DA modele

Crveni kanal Plavi kanal Zeleni kanal
Sirovi Nakon DTW Sirovi Nakon DTW Sirovi Nakon DTW
podaci procedure podaci procedure podaci procedure
Broj PC kompone- 6 4 5 5 5 6
nata
PCA Ukupan varibijali-tet 93,63 85,51 84,93 86,16 86,69 87,50
modela
Varibijalitet prema —  50,40/2241  51,98/17,49 37,37/19.87  39,92/21,00 40,68/21,23  44,58/16,75
PC1/PC2
Broj LV 3 2 - - 2 2
Rea’ 0,7025 0,8313 - - 0,7778 0,9400
PLS-DA R/’ 0,5516 0,8112 - - 0,6507 0,9084
Rea’ 0,8187 0,8878 - - 0,7874 0,9648
RMSEC 0,2093 0,1542 - - 0,1809 0,0979
RMSECV 0,2583 0,1738 - - 0,2273 0,1231
RMSEP 0,1858 0,1499 - - 0,2097 0,0793

Koren srednjeg kvadratnog odstupanja (root mean squared error, RMSE) koji moze biti odreden za kalibraciju (RMSEC), unakrsnu
validaciju (RMSECV) i predikciju (RMSEP).
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Slika 21. PCA grafici vektora latentnih varijabli propolisa nakon procedure savijanja prema

dobijenim HPTLC hromatogramima.

Aglomerativna hijerarhijska analiza je primenjena kao analiza kojom je set
multivarijantnih podataka preveden u klastere kako bi se olakSalo razumevanje rezultata
dobijenih na osnovu PCA. Najbolja razdvajanja izmedu dva tipa propolisa su dobijena za
crveni i zeleni kanal, slicno kao i kod PCA. Wardovo pravilo je koriS¢eno kao
najpouzdanije za odredivanje optimalnog rastojanja izmedu klastera. U sluCaju crvenog i

zelenog kanala uzorci formiraju dva klastera na rastojanju 2700 i 3100 jedinica. U slucaju
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sirovih podataka, jedan klaster se uglavnom sastoji od uzoraka koji pripadaju oranz tipu,
dok je drugi klaster izgraden uglavnom od uzoraka koji pripadaju plavom tipu propolisa.
Dendrogram dobijen primenom procedure savijanja, pokazuje prisustvo dva klastera koja
su uglavnom sastavljeni od oranz i plavog tipa. Uprkos jasnom razdvajanju prema crvenom
i zelenom kanalu, plavi kanal ne pokazuje dobro razdvajanje. Uzorak 39 je klasifikovan kao
oranz propolis, slicno kao i na grafiku skorova kod PCA. Ovaj uzorak ne sadrzi vosak te se
izdvaja od drugih. Rezultati dobijeni za plavi kanal se ne mogu koristiti kao reprezentativni.
Poredenjem klasifikacija dobijenih primenom nadziranih i nenadziranih tehnika, mogu se

dobiti dobri rezultati za crveni i zeleni kanal [65].
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Slika 22. Dendrogram za (A) crveni, (B) plavi i (C) zeleni kanal pre (levo) i posle (desno)
DTW procedure. o — oranz tip, ® — plavi tip
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Klasifikacija dobijena za dva tipa propolisa je ispitivana primenom metode
delimi¢nih najmanjih kvarata sa diskriminantnim pristupom (PLS-DA) kao definisane
tehnike, koja odreduje koje su varijable znacajne za klasifikaciju uzoraka na dva tipa. PLS-
DA je primenjena na dva seta podataka, pre i nakon procedure savijanja. Broj latentnih
varijabli je izabran prema najmanjoj razlici izmedu greSaka RMSECV i RMSEC, sto se
postize za dve ili tri latentne varijable. Klasifikacija i1 validacija Cetiri modela su izrazene
kao R%r, R%, RMSEC i RMSECV i predstavljene u Tabeli 3. Parametri modela za PLS-DA
su statisticki znaGajni za R%. i R, kao i najmanja razlika izmedu RMSEC, RMSECYV, pre

i nakon primene procedure savijanja [65].
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Slika 23. PLS-DA model dobijen na sirovim podacima: a) grafik skorova podataka, b)

Scores onLV 1(35.87%)
a

Variable

b

Variable
C

grafik varijabli prema VIP skoru, c) grafik regresionih koeficijenata, za dva modela prema

crvenom i zelenom kanalu.

Na osnovu grafika skorova latentnih varijabli sirovih podataka (Slika 23) i nakon
primene procedure savijanja (Slika 24) moze se uociti jasno razdvajanje izmedu dva tipa
propolisa. Doprinos pojedinih varijabli sa uticajem na razdvajanje oba tipa propolisa je

odreden primenom projekcionih vektora. Varijable sa VIP vrednostima veéim od 1 se
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navode kao najznaCajnije, a standardizovani regresioni koeficijenti odreduju znacaj
pojedinih promenljivih u regresionom modelu. Identicna jedinjenja su odgovorna za
razdvajanje za sva tri kanala. Fenoli najznacajniji za razdvajanje sva tri kanala su na Rg
vrednostima 0,33; 0,36; 0,42 1 0,44 za crveni kanal 1 0,32,0,36,0,44 1 0,51 za zeleni kanal.
Sve varijable izuzev 0,31 imaju negativan uticaj na PLS-DA model. Fenoli na Rg
vrednostima 0,32 i 0,36 pokazuju najveci doprinos [65].

U cilju predvidanja klasifikacije nepoznatih uzoraka, uzorci su podeljeni na dva
seta, kalibracioni i test set koji se sastoji iz slu¢ajno odabranih uzoraka primenom kros-
validacione procedure. Kalibracioni set se sastoji od 32 uzorka (od ukupno 42 uzorka oranz
tipa) 1 7 (od ukupno 10 plavih), dok test set ¢ine ostali uzorci. Statisticki parametri modela
su prikazani u Tabeli 6. Dobra prediktivnost PLS-DA modela je potvrdena grafikom
skorova za kalibracioni i test set. Dobijeni statisticki modeli su koris¢eni za dalju
klasifikaciju uzoraka. Na osnovu Slika 23 i 24 moze se uociti bolja klasifikacija uzoraka
primenom procedure savijanja. Iste varijable su prepoznate kao znacajne za klasifikaciju,
bez obzira na primenjenu proceduru savijanja. U ovom radu odredeni su najznacajniji

signali za klasifikaciju ispitivanih ekstrakata [65].
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Slika 23. PLS-DA model dobijen nakon procedure savijanja, a) grafik skorova podataka, b)
grafik varijabli prema VIP skoru, c) grafik regresionih koeficijenata, za dva modela prema

crvenom i zelenom kanalu.

4.1.3. Klasifikacija srpskog, slovenackog i hrvatskog propolisa zasnovana na HPTLC
analizi

PCA je primenjena na uzorke propolisa koji poticu iz Srbije, Slovenije, Hrvatske,
Brazila i Francuske u cilju razdvajanja po botanickom i geografskom poreklu. Na osnovu
Slike 25 mogu se uociti razlike u fenolnom profilu pomenutih uzoraka. Uzorci francuskog i
brazilskog propolisa su prepoznati kao spoljasnje vrednosti. Prema Slici 25A moze se uociti
razlika prema botanickom poreklu, te uzorci koji se nalaze sa leve strane plota pripadaju
plavom tipu, za razliku od uzoraka koji se nalaze sa desne strane koji pripadaju oranz tipu

propolisa.
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Slika 25. PCA slovenackog, hrvatskog i srpskog propolisa zasnovana na HPTLC metodi.

Uzorci srpskog propolisa su pozicionirani izmedu slovenackog i hrvatskog (Slika 25B).

U slucaju slovenackog propolisa dominira plavi tip. Prema PC grafiku skorova ovi
uzorci su izdvojeni u donjem levom uglu. Prema geografskom poreklu (bez iskljucenih
spoljasnjih vrednosti) prve dve komponente opisuju 80,73% od ukupnog varijabiliteta.
Prema grafiku latentnih varijabli fenoli sa Ry vrednostima 0,49; 0,33 i 0,61 pokazuju
najveci uticaj na razdvajanje propolisa po botanickom poreklu. Moze se uociti da PC2 utice
na razdvajanje prema geografskom poreklu. Idué¢i od negativnih ka pozitivnim vrednostima
duz PC1 ose moze se zapaziti da fenoli sa Rr vrednostima 0,61, 0,33 i 0, 68 imaju najveci
pozitivan uticaj, dok fenoli sa Ry vrednostima 0, 37 i 0,32 pokazuju negativan uticaj na

PC2 (Slika 25, C, D).
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4.1.4. Multivarijantna analiza nemackog propolisa zasnovana na HPTLC
U ovoj studiji su primenjene multivarijantne tehnike (PCA i HCA) u cilju
klasifikacije nemackog propolisa i LDA u cilju predvidanja klasifikacije nepoznatih

uzoraka [73].

4.1.4.1. Analiza glavnih komponenata (PCA)

PCA primenjena na autoskalirane (centrirane i skalirane na jedini¢nu standardnu
devijaciju) uzorke nemackog propolisa daje model izgraden od tri komponente koje
objasnjavaju 84,16 % od ukupnog varijabiliteta. PC1 obuhvata 44,96 % od ukupnog
varijabiliteta, dok kumulativna varijansa objasnjena pomocu prve dve komponente iznosi
73,46%. Pet uzoraka je proglaseno spoljnim vrednostima te su odstranjeni iz seta podataka.

Kao S$to se vidi sa Slike 26, kempferol, naringenin i kofeinska kiselina imaju
pozitivan uticaj na PC1. Nepoznato jedinjenje M4, za koje se pretpostavlja da je
pinobanksin pokazuje negativan uticaj na PC2. Apigenin i elaginska kiselina imaju
pozitivan uticaj na PC2. Takode, galangin, kempferol i naringenin su karakteristicni za
oranz tip nemackog propolisa. Ovi rezultati potvrduju pretpostavku da nemacki kao i
srpski, slovenacki i hrvatski propolisi pokazuju dva tipa [68].
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Slika 26. PCA nemackog propolisa primenjena na podatke dobijene HPTLC metodom.
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U cilju potvrde grupisanja propolisa prema PCA metodi, primenjena je hijerarhijska
klasterska analiza (HCA) na matricu podataka HPTLC hromatograma, koja se sastoji od 27
uzoraka plavog tipa i 32 oranz tipa propolisa. Izdvajaju se tri klastera , pri nivou sli¢nosti
od 20%. Desni klaster sadrzi 13 uzoraka propolisa plavog tipa, dok levi sadrzi 24 uzorka
oranz tipa i 1 plavog tipa. Treci klaster, koji se nalazi izmedu ova dva sadrzi 11 uzoraka
plavog i 8 uzoraka oranz tipa propolisa (Slika 27). Klasterska analiza zasnovana na
varijablama formira tri klastera pri nivou sli¢nosti od 13% [68].

HCA primenjena na varijable HPTLC profila, pokazuje tri klastera pri nivou
slicnosti od 15% [73]. Pinobanksin, krisin, kempferol i galangin kao fenoli karakterisitcni
za propolis topola tipa grade jedan klaster. Ovi fenoli su mahom karakteristi¢ni za oranz tip
propolisa. Pinobanksin, naringenin i kofeinska kiselina daju plave i zelene zone, te su

identifikovani u plavom tipu propolisa.
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Slika 27. Dendogram uzoraka propolisa i promenljivih dobijen na osnovu HPTLC.

4.1.4.2. Linearno diskriminantna analiza (LDA)

Linearna diskriminantna analiza je mozda najviSe koriS¢ena definisana
multivarijantna tehnika u cilju klasifikacije i predvidanja klasifikacije nepoznatih uzoraka
na osnovu kalibracionog modela. Sposobnost klasifikacije LDA modela je iskazana
procentom klasifikacije kalibracionog seta, primenom kros-validacione procedure. Na

osnovu vrednosti izraCunatih standardizovanih kanonijskih koeficienata mogu se
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identifikovati varijable najznacajnije za razdvajanje oba tipa propolisa i predvideti grupna
pripadnost nepoznatih uzoraka. LDA je primenjena na set podataka od 39 uzoraka koji ¢ine
kalibracioni i 27 koji Cine test set. Test set je izgraden od uzoraka koji su smesa dva tipa
propolisa tj. oranz i plavog kao i uzorci inostranih propolisa, koji pokazuju razli¢it HPTLC
profil od prethodno navedena dva tipa. Prema vrednostima standardizovanih kanonijskih
koeficijenata, varijable sa najve¢im diskriminantnim uticajem su kofeinska kiselina,

naringenin, apigenin i kvercetin [73].

Tabela 6. Standardni kanonijski koeficienti za odabrane varijable LDA modela zasnovane
na HPTLC analizi.

Standardni kanoni¢ni koeficijenti diskriminantne funkcije

Varijable Faktor 1
Galangin -0,017
M4 0,144
Naringenin 0,720
Kofeinska kiselina 0,426
Kempferol 0,306
Elaginska kiselina -0,022
Kvercetin -0,814
Apigenin -0,026

Klasifikacija uzoraka oranz i plavog tipa propolisa dobijena prema LDA modelu
iznosi 96,6%, dok primenom kros-validacione metode 91,3%. Uzorci plavog tipa propolisa
su klasifikovani sa boljom preciznoséu (96,3%) nego oranz tip (87,3%). Linearni
diskriminantni skorovi oba tipa uzoraka se mogu izracunati na osnovu dole prikazanih

jednacina:
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Slika 28. Grafik linearnih diskriminantnih skorova ispitivanih uzoraka prema HPTLC
metodi (A-kalibracioni set, B-test set).

Plavi

D, =17,963-Galangin+ 41,707 -M, —1,998- Naringenin— 3,094 - Kafeinska kiselina
— 48,966 - Kaempferol — 48,142 - Elaginska kiselina + 30,266 - Kvercetin
+ 219,737 - Apigenin—36,989

Oranz

D, =17,437-Galangin-46,943-M 4 —19,243 - Naringenin + 10,443 - Kafeinska kiselina
— 38,778 - Kaempferol — 49,143 - Elaginska kiselina + 13,218 -
Kvercetin- 218,069 + 44,387

Moze se zakljuciti da su inostrani uzorci grupisani izmedu oba tipa propolisa, $to bi
se moglo objasniti razli¢itim botaniCkim poreklom i pripadnoséu oranz ili plavom tipu
propolisa. Takode, smesa oba tipa propolisa je grupisana kao plavi i oranz tip u zavisnosti
od hemijskog sastava [68] (Slika 28).
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Tabela 7. LDA klasifikacija uzoraka kalibracionog seta za oranz i plavi tip propolisa.

Klasifikacija rezultata

Plavi tip Oranz tip Ukupno
Originalni Plavi 26 1 27
Oranz 1 31 32
% Plavi 96,30 3,70 100,00
Oranz 3,10 96,90 100,00
Kros—(\ilalidaciona Plavi 26 1 27
procedura
Oranz 4 28 32
% Plavi 96,30 3,70 100,00
Oranz 12,30 87,30 100,00

4.2. Spektrofotometrijsko ispitivanje fenolnog profila srpskog propolisa

4.2.1. UV/VIS spektri propolisa

Na osnovu izgleda UV/VIS spektara ispitivanih uzoraka, moze se uociti da uzorci
koji pripadaju oranz tipu propolisa imaju apsorpcione maksimume na A = 270 nm, 290 nm i
320 nm, dok uzorci koji pripadaju plavom tipu propolisa imaju apsorpcione maksimume na
A =290 i 316 nm. Prema literaturi vecina fenolnih jedinjenja ima tri apsorpciona
maksimuma na talasnim duzinama A = 288, 290 nm i 320 nm. Tabela 8 prikazuje
apsorpcione maksimume flavonoida karakteristicne za propolis topola tipa. Prema tome,
apsorpcioni maksimumi oranz propolisa bi mogli poticati od krisina (270 nm), kvercetina
(290 nm), apigenina (268 nm), kempferola (268 nm), kao i kofeinske kiseline (274 nm)
[40,72].
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Tabela 8. Apsorpcioni maksimumi flavonoida karakteristi¢nih za propolis [40.72].

Br. jedinjenja Flavonoidi Amax DM

1 Apigenin 268, 336

2 Krisin 270, 313,324
3 Kvercetin 294, 370

4 Kempferol 268,294,367
3 Galangin 339

6 Pinocembrin 290

7 CAPE 238,298, 328
8 Kofeinska kiselina 274,296,332
9 Pinobanksin-metiletar 288

10 p-Kumarinska kiselina 286, 209, 220

Apsorpcioni  maksimumi uzoraka koji pripadaju plavom tipu propolisa
najverovatnije poti¢u od pinocembrina (290 nm), kofeinske kiseline (296 nm) i pinobanksin
metil etra (288 nm). Takode, ove talasne duzine odgovaraju apsorpcionim maksimumuma
krisina i kvercetina, koji su prisutni u znatno manjim koli¢inama u odnosu na oranz tip, te
se njihov uticaj moze zanemariti. Prema HPTLC studiji, plave zone poti¢u uglavnom od
fenolnih kiselina prisutnih u propolisu kao s§to su p-kumarinska kiselina, te mogu uticati na
apsorpcione maksimume ispitivanih uzoraka. Ove kiseline imaju apsorpcione maksimume

na A =286 nm [40].
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Slika 29. UV/VIS spektri oranz i plavog propolisa.

77



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

Galangin ima apsorpcione maksimume na A =294 nmi 318 nm i predstavlja karakteristican
flavonoid za plavi tip propolisa prema HPTLC studijama [72]. Dalje, kofeinska kiselina

ima maksimume apsorpcije na A =396 nm i 332 nm.

4.2.2. Multivarijantna analiza UV spektara propolisa

4.2.2.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata je primenjena koriste¢i srednje centriranje na set
podataka od 48 uzorka i 64 varijable, dobijene na osnovu apsorpcionih spektara propolisa u
opsegu talasnih duzina od 240 do 360 nm. Prema grafiku skorova, oranz tip propolisa je
razdvojen od plavog duz ose PC2. Uzorci 35 i 51 predstavljaju spoljne vrednosti, jer se
nalaze van HotellingT?elipse. Uzorak broj 35 potie iz Hrvatske i njegovo geografsko
poreklo diktira njegov polozaj na PC grafiku skorova, dok uzorak 51 pokazuje nesto
drugaciji HPTLC profil [65]. Prva komponenta objasnjava 96,39%, dok prve dve opisuju
98,78% od ukupnog varibijaliteta. Varijabla A = 290 nm pokazuje najve¢i uticaj na PC1,
koja ne razdvaja plavi i narandzasti propolis, §to se i moze oc¢ekivati jer spektri oba tipa
propolisa sadrze apsorpcioni maksimum na ovoj talasnoj duzini. Varijable na A =253 nm i
320 nm takode pokazuju pozitivan doprinos na PC1. Na ovim talasnim duzinama mogu
apsorbovati fenoli kao Sto su kvercetin, kofeinska kiselina i galangin. Apsorpcioni
maksimum na talasnoj duzini A = 320 nm mogao bi odgovarati krisinu i galanginu (Tabela
8). Uzajamne projekcije skorova i odgovarajucih koeficijenata latentnih varijabli za prve
dve glavne komponente prikazane su na Slici 30.

Na osnovu PC2 mogu se razlikovati dve grupe propolisa. Najveci uticaj na PC2
imaju varijable A = 267, 288 i 320 nm kao najznacajnije za razdvajanje. Apigenin i
kempferol imaju apsorpcioni maksimum koji odgovara talasnoj duzini na 268 nm [39], §to
ukazuje na njihov doprinos na PC2. Apsorpcioni maksimum na A = 288 nm bi mogao
poticati od pinobanksin-metiletra, koji je identifikovan u uzorcima propolisa primenom
UPLC-Orbitrap MS/MS metode. Ova komponenta je identifikovana u uzorcima nemackog
propolisa i na HPTLC hromatogramu se detektuje kao plava zona [64]. Varijabla na A =
320 nm bi mogla poticati od krisina (A = 324 nm) i CAPE (A = 328 nm) [40].
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Slika 30. Grafik skorova PC1/PC2 (A) i grafici koeficienata latentnih varijabli (B) na
osnovu UV/VIS sprektralnih podataka.

4.3. Ispitivanje fenolnog sastava i antiokidativne aktivnosti propolisa ciklicnom

voltametrijom

4.3.1. Ispitivanje ciklicnih voltamograma i antioksidativne aktivnosti propolisa

Na osnovu oblika cikli¢énih voltamograma ekstrakata srpskog propolisa, moze se
uociti razlika izmedu dva prethodno opisana tipa propolisa. Cikli¢ni voltamogrami uzoraka
koji pripadaju oranz i plavom tipu propolisa su prikazani na Slici 31. Nekoliko parametara
kao $to su intenzitet struje, elektrodni potencijal, vrednost Q7o se mogu koristiti za
ispitivanje sadrzaja fenola i antioksidativne aktivnosti propolisa. Faktor o700 predstavlja
ukupnu vrednost povrsine ispod talasa oksidacije za ispitivane propolise. S obzirom da
najveci broj uzoraka ima anodni pik na potencijalu 700 mV, ovaj faktor se imenuje kao Q
700.

Intenzitet struje se moze dovesti u vezu sa kolicinom fenolnih jedinjenja u

propolisu. Intenzitet struje uzoraka koji su klasifikovani kao plavi tip propolisa pokazuje
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znadajno nizi opseg od 1,28:10° A do 10,66-10° A, dok uzorci koji su klasifikovani kao
oranZ tip imaju raspon intenziteta struje od 1,57 10° A do 16,80-10° A. Na osnovu ovih
rezultata se moze zakljuciti da oranz tip propolisa ima veé¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja.
Takode ovi rezultati su u saglasnosti sa spektrofotometrijski odredivanim sadrzajem
ukupnih fenola i flavonoida, kao i sa rezultatima dobijenim UPLC-Orbitrap masenom
metodom.

Vrednost elektrodnog potencijala ukazuje na antioksidativni kapacitet ekstrakata

propolisa. Potencijali oksidacije oba tipa propolisa prikazani su u Tabeli 9.

Plavi tip propolisa
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Slika 31. Cikli¢ni voltamogrami ekstrakata propolisa

Na osnovu Slike 31 se moze uociti da postoji razlika izmedu uzoraka plavog tipa
propolisa, pri ¢emu se uzorci 52 i 39 izdvajaju od ostalih. Epa, vrednost oranz propolisa je
u opsegu od 0,505 V do 0,589 V, za uzorke koji pripadaju plavom tipu od 0,491 V do 0,601
V, dok Ep; za oranz obuhvata opseg od 0,663V do 0,781 V, a za plavi tip propolisa od
0,694 V do 0,797 V. Na osnovu prethodno navedenog, namece se zaklju¢ak da se uzorci
koji pripadaju oranz tipu propolisa lakSe oksiduju tj. pokazuju jaci antioksidativni kapacitet.
S obzirom da propolis predstavlja smesu fenolnih jedinjenja, tesSko je identifikovati
doprinos pojedine komponente iz propolisa antioksidativnoj mo¢i, ali se moze pretpostaviti
da najzastupljenije komponente najvise uticu. Za razliku od uzoraka koji pripadaju oranz
tipu, skoro svi uzorci koji pripadaju plavom tipu propolisa imaju E,; vrednost (Tabela 9).
Uzorci 15, 23, 48 koji pripadaju plavom tipu pokazuju medusobno sli¢ne voltamograme sa

E,i vrednostima na 0,332V, 0,421 V i 0,444 V. Uzorci 15 i 18 koji pripadaju plavom tipu
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propolisa ne sadrze Ep, potencijal, §to ih u mnogome razdvaja od uzoraka koji pripadaju
oranz tipu propolisa. Parametar Q7o ili povrSina ispod anodnog pika predstavlja meru
antioksidativnog potencijala ispitivanog propolisa. Povrsina Q799 plavog propolisa je manja
od povrsine oranz propolisa, Sto ukazuje na vecu antioksidativnu mo¢ oranZ propolisa.
Vrednost Q7o za plavi tip propolisa varira od 0,12 do 1,83 C, dok je za oranz tip od 0,24 do
4,57 C sto ukazuje na njegovu znacajno vecu antioksidativnu aktivnost. Sli¢ni rezultati su

dobijeni spektrofotometrijskom metodom uz koris¢enje DPPH.
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Tabela 9. Elektrohemijski parametri dobijeni ciklicnom voltametrijom.

Klasa Epa; (V) Epa,(V) Epa;(V) Ipa;(10°pA) Ipa, 10°pA) Ipas; (10°pA) Epc (V) Ipc(10°pA) Qi
2 Oranz 2 0,505 0,680 4,67 8,71 0,18  -1,33 1,55
3  Oranz 3 0,533 0,727 4,32 6,75 0201  -3,45 1,55
6 Oranz 6 0,676 8,94 0,188  -3,85 1,55
7  Oranz 7 0,573 0,724 7,01 11,65 0,147  -3,88 3,56
8 Oranz 8 0,540 0,685 5,75 9,05 0218  -3,88 2,62
9 Oranz 9 0,531 0,686 5,34 8,41 0223  -3,88 2,32
10 Oranz 10 0,552 0,686 4,54 6,62 0203  -3,35 0,88
11 Oranz 11 0,548 0,726 6,00 12,36 0,179  -3,95 3,53
12 Oranz 12 0,551 0,726 6,30 12,11 0,170  -3,88 325
13 Oranz 13 0,538 0,704 5,49 10,46 0201  -3,18 2,95
14 Oranz 14 0,558 0,731 6,46 11,35 0,112 -3,68 2,92
16 Oranz 16 0,539 0,670 5,78 8,26 0210  -3,33 1,61
17 Oranz 17 0,539 0,695 6,48 11,12 0229  -4,50 3,91
19 Oranz 19 0,564 0,742 591 10,73 0,149  -3,82 2,37
20 Oranz 20 0,549 0,73 4,93 9,78 0,197  -3,80 2,30
21 Oranz 21 0,567 0,714 6,41 9,50 0208  -4,30 2,67
22 Oranz 22 0,558 0,743 545 9,41 0229  -3,10 0,24
24 Oranz 24 0,505 0,687 5,58 10,09 0,179  -3,80 2,26
23 Oranz 25 0,536 0,715 5,98 9,35 0,158  -4,30 2,12
26 Oranz 26 0,535 0,725 6,43 11,81 0,153 -4,30 3,17
27 Oranz 27 0,728 7,18 0,118  -3,98 1,16
28 Oranz 28 0,548 0,712 538 9,93 0,165  -3,50 3,04
29 Oranz 29 0,544 0,702 3,75 5,11 0246  -2,81 0,47
30 Oranz 30 0,520 0,695 4,60 8,79 0,175  -2,95 1,81
31 Oranz 31 0,373 0,525 0,663 1,57 4,67 6,63 0255  -3,23 0,57

32 Oranz 32 0,585 0,728 6,91 10,79 0,162 -4,54 1,58
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33
34
36
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41
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0,332
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0,421

0,444

0,529
0,546
0,560
0,583
0,539
0,589
0,545
0,526
0,536
0,540
0,531
0,536

0,562

0,613

0,491
0,601

0,518

0,557

0,711
0,748
0,717
0,781
0,711
0,739
0,726
0,704
0,705
0,755
0,695
0,699
0,737
0,768
0,727
0,717
0,715
0,719
0,694

0,750
0,712
0,715
0,797
0,711
0,746

1,28

1,99
3,56
2,12

2,15

6,22
6,86
5,96
7,96
5,45
8,75
5,53
6,71
6,11
9,14
6,06
8,12

6,73

2,21

3,12
3,53

344

5,83

12,55
15,10
10,55
13,02
9,36
15,11
10,08
12,18
10,53
16,80
9,22
12,79
12,93
11,25
12,46
8,09
3,14
6,88
6,11

9,13
8,56
10,66
5,52
10,55
7,98

0,204
0,213
0,193
0,119
0,185
0,167
0,204
0,199
0,190
0,145
0,186
0,215
0,159
0,148
0,119

0,356
0,143
0,109
0,133
0,266
0,200
0,102
0,128
0,361
0,167
0,101

-4,54
-5,04
-3,80
-4,27
-3,40
-5,20
-3,88
-4,54
-4,20
-6,00
-4,04
-5,22
-5,30
-5,42
-4,00

-0,92
-1,88
-2,25
-1,81
-2,47
-2,05
-2,13
-5,80
-2,43
-3,64
-2,42

3,79
4,57
2,26
3,07
2,71
3,79
2,66
3,84
2,75
3,79
2,02
4,14
2,55
2,77
2,60
1,09
0,28
1,83
0,28
0,12
0,35
1,02
0,82
1,03
0,31
1,65
0,57
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4.3.2. Multivarijantna analiza rezultata dobijenih ciklicnom voltametrijom

PCA je primenjena koriste¢i srednje centriranje na matricu podataka iz cikli¢nih
voltamograma za oksidacionu i redukcionu struju ponaosob. Na osnovu grafika skorova
(Slika 32) moze se uociti razdvajanje uzoraka po tipu propolisa, pri cemu oksidaciona struja
daje bolje razdvajanje. To je i oCekivano s obzirom da su reverzibilni voltamogrami
uzoraka propolisa sli¢ni, izuzev uzoraka 39 i 52 koji pokazuju nesto nizu redukcionu struju.
Na osnovu PCA modela dobijenog za oksidacionu struju, PCl1 obuhvata 81,92%
varijabiliteta, a PC2 8,07 %. Uzorci 15, 23 i 48 pokazuju razli¢ito ponaSanje u odnosu na
ostale, Sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim prethodnim metodama. Prema PCA
grafiku skorova, uzorak 44 je spoljnu vrednost. Vrednosti skorova, odnosno njihova
uzajamna projekcija, za prve dve glavne komponente prikazana je na Slici 32. Na osnovu
grafika skorova PCA model za redukcionu struju ukazuje na prisustvo dve grupe propolisa,
pri cemu se uzorci 39 i 52 grupisu sa uzorcima koji pripadaju oranz tipu propolisa. PC1
obuhvata 95,02% varijabiliteta, dok kumulativna varijansa, obuhvaéena sa prve dve
komponente, iznosi 98,41%. Ovo bi se moglo objasniti prisustvom jedinjenja koja ne daju
pik prilikom redukcije, a koja su prisutna u oranz tipu propolisa. Uzorci 1, 40, 44 i 51 se

nalaze van Hotelling T2 elipse i definisani su kao spoljne vrednosti.

2 m B
A 2 A o
A4 A27 . o5%
1.5 n A l3g 95% Confidence Level
o A
1 N33 A7 E'S a 1 A A‘ A A o
9 A m n 'S A40 = A A A A w09,
5 os Al 5 wis 5 an?
o mig m A, P A A
S 0w A ~ - ‘s
AAdD O - A
® s " o A:A Ak [ &, ™ r's
A A * A m4g A A
A A u u52
1 | -
2
A m23
1.5 Ad40
A5t
8 r ) 2 0 2 4 6 s -1 05 0 05 1 15
PC 1(81.91%) % 10° PC 1(95.02%) < 10°

Slika 32. PCA primenjena na anodne i katodne potencijale dobijene iz cikli¢nih

voltamograma.

84



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

4.4. Odredivanje fenolnog profila srpskog propolisa primenom orbitrap masene

spektrometrije

Kvalitativni i kvantitativni fenolni sastav ispitivanih uzoraka propolisa je odreden
primenom ultraefikasne tecne hromatografije sa orbitrap masenim analizatorom. Fenolni
profil je odreden poredenjem monoizotopskih masa dobijenih uz pomo¢ baze podataka

(www.chemspider.com) ili podataka nadenih u literaturi, sa jedne strane, i masa fenola

dobijenih primenom Exalibur softvera sa druge strane.

4.4.1. ldentifikacija fenolnih jedinjenja

Sedamdeset pet fenolnih jedinjenja je identifikovano u ekstraktima srpskog
propolisa i ekstraktima topole. Identifikovane klase fenola su fenolne kiseline, flavan-3-oli i
Cetiri klase flavonoida: flavanoli, flavanonoli, flavanoni i flavoni, kao i njihovi derivati.
Spisak identifikovanih jedinjenja sa retencionim vremenima, srednjim vrednostima
monoizotopskih masa, srednjim vrednostima izraCunatih masa i masenim fragmentima su

navedeni u Tabeli 10. Jedinjenja identifikovana u smoli topole su posebno oznacena [74].

4.4.1.1. Identifikacija fenolnih kiselina i njihovih derivata

Petnaest fenolnih kiselina i njihovih derivata je identifikovano u srpskom propolisu
tumacenjem dobijenih masenih spektara. Fenolne kiseline i njihovi derivati (1-8, 10-15)
podlezu istom mehanizmu fragmentacije koji se zasniva na gubitku CO,. Hemijske
strukture fenolnih kiselina identifikovanih u propolisu su prikazane na Slici 33. Prema
masenom spektru, jedinjenja 2 i 3 daju fragmente koji nastaju gubitkom molekula vode,
dok jedinjenje 7 gubi CHj grupu [75, 76, 77]. Jedinjenje 9 daje fragment na m/z 191, koji
nastaje kao rezultat raskidanja estarske veze [78]. Jedinjenje 10 sa molekulskim jonom na
m/z 193,0306 odgovara izoferulinskoj kiselini i daje jon na m/z 149 [75]. Derivati
kofeinske kiseline (11-13, 15) daju karakteristine jone na m/z 179, nastale homoliti¢kim
raskidanjem estarske veze, a zatim sukcesivnom dekarboksilacijom daju fragmente na m/z
135 [75]. Jedinjenje 13 daje jone na m/z 178 i 134 opisane u literaturi [76]. Jedinjenje 14 u

masenom spektru ima dva karakteristicna jona koja odgovaraju p-kumarinskoj kiselini [75].
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O
R
1 \ R3
R>
Redni broj Jedinjenje R, R,
1 Kofeinska kiselina OH OH
2 p-Kumarinska kiselina H OH
3 Ferulinska kiselina OCH; OH
4 Izoferulinska kiselina OH OCH;
5 3.,4-Dimetil kofeinska kiselina OCH; OCH;
6 Cinaminska kiselina H H
7 Prenil-estar kofeinske kiseline OH OH
8 Benzil-estar kofeinske kiseline OH OH
9 Feniletil-estar kofeinske kiseline = OH OH
10 p-Kumaroilkininska kiselina OH OH
11 Dikofeoilkininska kiselina OH OH
12 3-metilbutil-estar H OH
kumarinske kiseline
13 Cinamil-estar kofeinske kiseline H OCHj3;

Slika 33. Hemijske strukture fenolnih kiselina derivata hidroksicinaminske kiseline

identifikovane u srpskom propolisu.
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4.4.2. Identifikacija flavan-3-ola

Katehin je identifikovan u ispitivanim uzorcima srpskog propolisa. Cetiri
potencijalna dijastereoizomera katehina kao $to su (+)-katehin, (-)-katehin, (+)-epikatehin i
(-)-epikatehin se ne mogu razlikovati u MS spektru. Molekulski jon koji odgovara
dijastereoizomerima katehina je isti (m/z 289,0718) i prilikom jonizacije daju iste fragmente
(dva produkt-jona na m/z 123 i m/z 159) te nije moguce bez odgovarajuéeg standarda

odrediti koji od stereoizomera je prisutan [80].

4.4.3. Identifikacija flavonola

Ispitivanjem masenih spektara uzoraka srpskog propolisa identifikovano je deset
flavonola i njihovih derivata. Prema retroDiels Alder-ovom mehanizmu fragmentacije, u
slu¢aju negativne jonizacije najéedée dolazi do raskidanja 1,2 i 1,3 veza. Fragmenti ['?A] i
['*A] najéesée nastaju ovim mehanizmom, te fenolna jedinjenja 17-21, 23 i 26 grade
karakteristicne jone na m/z 179 i m/z 151, redom [79]. Jedinjenja 17, 23 i 25 daju jon na m/z
151 koji nastaje po ["*A—CO]” mehanizmu i ima istu strukturu kao jon [’A],” ali razligit
fragmentacioni put [19, 77, 79, 81]. Jedinjenja 18 i 20 imaju fragment na m/z 300 koji
nastaje gubitkom CHj grupe [77]. Razlike izmedu ova dva izomera poti¢u od polozaja
metil-grupe. Jon na m/z 165 poti¢e od [?A] jona, koji sadrzi metil grupu u poloZaju 7 na A
prstenu ramnetina. Izoramnetin sadrzi metoksi-grupu u polozaju 3 prstena B i prilikom
framentacije daje ['"A] na m/z 151. U slucaju bis-metilovanog kvercetina (m/z 329), dva
strukturna izomera su identifikovana sa retencionim vremenima na 5,03 i 5,36 min i daju
iste fragmente koji nastaju gubitkom jedne ili dve metil-grupe [77]. Maseni spektar
kempferola pokazuje jone koji poti¢u od gubitka H,O, CO,, kao i CO-CO, Kaempferid
takode gubi CH3 i CO-CO grupe, dok jedinjenje 25 gubi dve, odnosno tri CH3 grupe. U
masenom spektru jedinjenja 25 prisutni su joni na m/z 213 i 183 koji nastaju gubitkom 2CO

1 C3H,035 grupe, dok se fisetin fragmnetise gubeci C,0O3 grupu i prsten B [79, 81].
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4.4.4. Identifikacija flavanonola

Deset flavanonola i njihovih derivata je identifikovano u uzorcima srpskog
propolisa (Tabela 10). Fragmenti [°A],, ['?A-CO,] i [’B] su nastali prema RDA
mehanizmu i identifikovani su u slucaju jedinjenja 28, 30 i 34 [76, 77]. Karakteristi¢ni
fragmenti za derivate pinobanksina (31-36) su na m/z 271 i m/z 253 §to odgovara
fragmentacionim jonima [M-acil] i [M-acil-H,O] . Pinobanksin i pinobanksin-3-metil etar
formiraju jone koji najverovatnije poticu od gubitka H>O, CO, H,O-2CO; i CHj3 grupe [76,
77, 81]. Maseni spektar taksifolina (m/z 303) daje fragmente koji odgovaraju literaturnim
podacima [81].

4.4.5. Identifikacija flavona

Prema MS/MS spektrima, jedinjenja 37, 38, 41 i 44 daju jonske vrste [ °A]", [°B],
["*B+2H], [""B], koje nastaju RDA fragmentacionim mehanizmom. Tumadenjem
masenih spektara jedinjenja 37, 42, 43 i 45 identifikovani su fragmenti koji poti¢u od
gubitka CO,, C;0; i CHs [77, 81] . Jedinjenje 39 daje fragmente na m/z 224 i m/z 165 koji
odgovaraju literaturnim vrednostima. Maseni spektar tektokrisina (m/z 267) pokazuje
fragmentacioni put opisan u literaturi [77, 78, 83].

Polimetoksiflavon sa kvazimolekulskim jonom na (m/z 371) je identifikovan kao
tangeritin. Slican fragmentacioni put je naden u literaturi, ali primenom pozitivne
jonizacije. Joni tangeritina na m/z 341, m/z 278 i m/z 247 bi mogli odgovarati gubitku
2CH;, 30CH;, 1 40CH; grupa. Prema naSim saznanjima, tangeritin do sada nije

identifikovan u uzorcima propolisa.

4.4.6. Identifikacija flavanona

Sedam flavanona je identifikovano u masenim spektrima srpskog propolisa (46-48,
50-52) koji uglavnom daju produkt jone prema 1,3 i 1,4 RDA mehanizmu, gube¢i molekul
vode 1 20H u slucaju likuiritigenina [37, 77,79, 81] . Jedinjenje 49 podleze fragmentaciji
prema mehanizmu opisanom u literaturi [85]. Pinostrombin i pinocembrin gube CHj i
C,H,0 grupe dajuéi fragmente na m/z 254 i 165 karakteristi¢ne za jedinjenje 51 i na m/z

213 i 151 od jedinjenja 52 [77, 37]. Pinocembrin zajedno sa galanginom i krisinom se
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nalazi u vec¢oj koli¢ini u odnosu na ostala jedinjenja u evropskom propolisu topola tipa

[86].

4.4.7. Identifikacija glikozida

Prema nekim autorima pcele prilikom prikupljanja propolisa meSaju enzim -
glukozidazu (koji ulazi u sastav pcelinje pljuvacke) sa pcelinjim voskom i na taj nacin
razlazu glikozide na Se¢ernu jedinicu i fenol. Iz tih razloga se dugo smatralo da propolis ne
sadrzi glikozide. Uprkos tome, visokosofisticirane analiticke metode su potvrdile prisustvo
glikozida u propolisu. Prema dosadasnjim studijama glikozidi su identifikovani u propolisu
iz Portugalije, Krita, Azije, Severne Amerike i Evrope [19, 87].

Cetiri glikozida su identifikovana u srpskom propolisu (53-56). Ovi glikozidi se
fragmentiSu raskidanjem glikozidne veze sa vodoni¢nim premeStanjem, pri cemu se
eliminiSe monosaharidni ostatak. Rutin (kvercetin-3-O-rutinozid, m/z 609) je identifikovan
u uzorcima koji pripadaju plavom tipu propolisa. Rutin je do sada identifikovan u
evropskom, azijskom i severnoameri¢kom propolisu [87]. Pikovi na m/z 300 i m/z 301, koji
poti¢u od fragmenata rutina, su saglasni literaturnim vrednostima [19]. Izoramnetin-3-O-
rutinozid (M/z 623) je identifikovan u oba tipa propolisa, a fragmenti na m/z 313 i m/z 300
nastaju raskidanjem glikozidne veze i gubitkom rutinozne jedinice i rutinozida-CHs. Ovo
jedinjenje je identifikovano u kritskom propolisu [19, 87].

Kempferol-p-kumaroil-ramnozid (m/z 377) je identifikovan u portugalskom
propolisu i podleze fragmentacionom mehanizmu slicno kempferolu [19]. Na Slici 34
prikazan je hromatogram sa srednjim vrednostima retencionih vremena, tanim masama,
strukturama 1 MS/MS spektrima za cetiri glikozida nadena u etanolnim ekstraktima
propolisa.

Prema naSem saznanju, apigetrin (apigenin-7-O-glikozid, m/z 431) je prvi put
identifikovan u ekstraktima propolisa. Maseni spektar sadrzi dva fragmenta, na m/z 269
(koji potite od [M-H-glukoza] fragmentacije) i od jona na m/z 151 ([**B+2H]).
Fragmentacioni put jedinjenja 55 je u saglasnosti sa literaturom. Aromati¢no bilje kao §to je
Lamiaceae spp. (ruzmarin, origano, zalfija, bosiljak, maj¢ina dusica) sadrzi ovaj glikozid

[88].
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Slika 34. Maseni spektri glikozida identifikovanih u srpskom propolisu.
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4.4.8. Identifikacija fenolnih glicerida

Fenolni gliceridi su identifikovani u propolisu iz Rusije, Bugarske, Svajcarske,
Turske i Nemacke. Ova jedinjenja najverovatnije poti¢u od hibrida topole kao $to su Poplar
sp. i Apsen sp. Evroazijski propolis uglavnom poti¢e od gore navedenih vrsta topole. i
sadrzi nekoliko fenil-propenoid-glikozida [72, 86, 89].

Na osnovu masenih spektara ispitivanih uzoraka propolisa nadeno je dvanaest
fenolnih glicerida (jedinjenja 57-68). Prema nasim saznanjima, kofeoil-glicerid (m/z 253),
trikumaroil-glicerid (m/z 529), dva izomera kumaroil feruoil-glicerid (m/z 413), dikofeoil
kumaroil-glicerid (m/z 561) i dikofeoil feruoil-glicerid (m/z 457), su identifikovani prvi put
u uzorcima propolisa. Sest jedinjenja 58, 59, 61, 63, 65 i 66 je identifikovano u etanolnim
ekstraktima evropskog propolisa [86, 89, 90]. Jedinjenje 57 gradi fragment na m/z 179 koji
bi mogao poticati od kofeinske kiseline, Sto je u saglasnosti sa literaturom [82]. Dva
izomera kumaroil feruloil-gliceroid sa istim fragmentacionim putevima razlikuju se prema
retencionim vremenima [91]. Jedinjenja 58, 63, 67 i 68 imaju iste fragmente na m/z 179 i
m/z 161 koji poticu od fragmentacije p-kumarinske, kofeinske i ferulinske kiseline.
Jedinjenja 63, 65 i 66 su identifikovana u plavom tipu nemackog propolisa i Populus
tremula hibridu topole, kao potencijalnom botani¢kom izvoru. Izabrani jon hromatogram sa
retencionim vremenima i ta¢nim masama fenolnih glicerida su prikazani na Slici 35,

zajedno sa dva derivata kumaroil-feroil-glicerid i dikaferoil-acetil-glicerid (m/z 457) [72].
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Tabela 10. Fenolna jedinjenja identifikovana u propolisu UHPLC- LTQ OrbiTrap MS/MS.

Broj Identifikovana jedinjenja tr Izratunata  Nadena  GreSka Fragmentacija Reference
pika (min)  masa, [M- masa, (mDa)
H] [M-HJ"

Fenolne kiseline i derivati

1 Galna kiselina™* 0,55 169.0147 169.0135 1.2 125 [M-H-CO,]" [77]

2 Protokatehinska kiselina®>*¢ 1.10 153.0197 153.0188 0.9 135 [M—H-H,0] ", 109 [M-H-CO,]" [77]

3 Kofeinska kiselina™ 2.18 179.0350 179.0345 0.5 161 [M-H-H,0], 135 [M-H-CO,] [77]

4 p-Koumarinska kiselina® 2.66 163.0401 163.0395 0.6 119 [M-H-CO,]" [77]

5 Cinaminska kiselina ** 3.26 147.0452 147.0447 0.5 103 [M—H-CO,]” [77]

6 Dikofeoil kininska 3.33 515.1195 515.1179 1.6 179 [CoH704] , 161 [CoH;04—H,0], 135 [CoH;04,-CO,] [75,77]
kiselina ®

7 Ferulinska kiselina®" ¢ 3.71 193.0506 193.0495 1.1 178 [M—H-CH;] ", 149 [M-H-CO,]" [76]

8 3,4-Dimetil kofeoil** 4.43 207.0663 207.0656 0.7 179 [M—H—-2CH;], 163 [ M-H-CO,]" [77]

9 p-Koumaroil kininska kiselina® 4.56 337.0929 337.0912 1.7 191 [C;H1106]” [78]

10 Izoferulinska kiseina 5.28 193.0506 193.0500 0.6 149 [M-H-CO,]" [77]

11 Prenil kofeat’ 5.88 247.0976 247.0972 0.4 179 [CoH704] ", 135 [CoH;,04—CO4] [37]

12 Feniletil estar kofeinske kiseline (CAPE)*®  6.12 283.0976 283.0970 0.6 179 [CoH,04] ", 135 [CoH;04—CO,] [77]

13 Cinamil-estar kofeinske kiseline™® 6.51 295.0976 295.0966 1.0 178 [CoHgO4—H], 134 [CoHcO4,—H-CO,]" [76]

14 Metil butenil-estar p-kumarinske kiseline®  6.54 231.1020 231.1022  -0.2 163 [CoH,05] , 119 [M-H-CO,]" [77]

15 Benzil kofeat™ 6.72 269.0819 269.0811 0.8 179 [CoH704] ", 135 [CoH;,04—CO, | [77]
Flavan-3-oli

16 Katehin or epikatehin™® 1.80 289.0718 289.0716 0.2 123, 159 [80]
Flavonoli

17 Kvercetin® 413 301.0354 301.0352 0.2 179 [*AT, 151 [*A—COT, 121 ['*B] [79]

18 Ramnetin®* 436 3150510  315.0501 0.9 300 [M—H-CH;], 165 [*A]" (771

19 Kempferol® 4.70 285.0405 285.0395 1.0 267 [M-H-H,0], 241 [M-H-CO,]", 199 [M-H-C,H,0-CO,], 151 [’A] [79, 81]

20 Tzoramnetin® 4.80 3150510  315.0500 1.0 300 [M-H-CH;], 151 [AT° [77]

21 Kaempferid™* 491 299.0561 299.0551 1.0 284 [M-H-CH;], 243 [M-H-2COT, 151 [’ AT [79]

22 Bis-metilovani kvercetin™ 5.03 329.0667 329.0659 0.8 315 [M-CH;] [77]
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23 Kvercetin tetrametil etar** 544  357.0980 357.0968 1.2 327 [M—-H-2CH;], 312 [M-H-3CH;], 179 [?A]’, 151 ['*A—CO]" [19]

24 Bis-metilovani kvercetin™ 5.56 329.0667 329.0654 1.3 315 [M-CH;] [77]

25 Galangin®®* 597 269.0456 269.0455 0.1 213 [M=H-C,0,], 183 [M~H-C,H,0-CO,]’, 151 [*A-CO]" (77, 79]

26 Fisetin® 598  285.0405 285.0399 0.6 213 [M-H-CO,-COJ, 177 [M-H-prsten B]", 163 [* A], 135 ['?A-CO] [79]
Flavanonoli

27 Taksifolin™ 3.04  303.0510 303.0500 1.0 285, 177,125 [82]

28 Pinobanksin™® 471  271.0612 271.0612 0.0 253 [M-H-H,0]", 243 [M-H-COT, 165 [M-H-H,0-2CO,]", 151 [*A]" (76, 77]

29 Pinobanksin-5-metil-etar-3-O-acetat® 6.65 327.0870 327.0864 0.6 285 [M—acetat], 165 [M—H-acetat-H,0-2CO,]" [77]

30 Pinobanksin-5-metil-ctar'* 603 2850767 2850759 038 271 IVECILT, 252 IMPCHLAHROT, 239 IMAHRO-COP 228 I 6 ooy

H,0-CH;—COJ’, 195 [M-H-H,0-CO-CO,]’, 165 ['*A]”

31 Pinobanksin-3-O-acetat* 6.08 313.0712 313.0707 0.5 271 [M—acetat], 253 [M—acetat-H,O]" [77]

32 Pinobanksin-3-O-propionat® 6.66 327.0869 327.0864 0.5 271 [M—propionat, 253 [M—propionat—-H,O]~ [77]

33 Pinobanksin-3-O-butirat (ili izomer)* 7.17 341.1002 341.1019  -1.7 271 [M-butirat]", 253 [M-butirat-H,0]" [77]

34 Pinobanksin-3-O-pentenoat (ili isomer)® 721 353.1026 353.1022 0.4 271 [M—pentanoat]”, 253 [M—pentanoat-H,0]", 107 ["*A-CO,], 101 [*B]"  [76, 77]

35 Pinobanksin-3-O-pentanoat (ili isomer)® 7.64 355.1183 355.1176 0.7 271 [M—pentanoat] ", 253 [M—pentanoat-H,O]" [77]

36 Pinobanksin-3-O-heksanoat (ili isomer) 8.07 369.1339 369.1332 0.7 271 [M-hexaonat] ", 253 [M—hexaonat-H,0O]" [77]
Flavoni

37 Luteolin® 4.14  285.0405 285.0396 0.9 151 [AT, 213 [M-H-CO,-CO] [77]

38 Apigenin®® 462 269.0456 269.0446 1.0 151 [B+2H], 149 ["*B], 117 [*B] (83, 77]

39 Tektokrisin® 477 267.0663 267.0656 0.7 224,165 (37, 77]

40 Tangeritin®* 498  371.1136 3711122 1.4 341 [M-H-2CH,]", 278 [M-H-30CHs;], 247 [M-H-40CH;]" [84]

41 Acacetin®* 532 283.0612 283.0602 1.0 151 ['*AT, 107 [ A-CO,] [77]

4 Krisin"® 580  253.0506 253.0502 0.4 209 [M—H-CO,]", 181 [M—H-CO,-COT, 143 [M—H-C;0,-C,H,0] [76]

43 Metoksi-krisin® 582 283.0612 283.0603 0.9 268 [M—H-CH;] ", 239 [M—H-CO,]’, 211 [M-H-CO,~CO]" [77]

44 Dihidroksiflavon® 6.08  253.0506 253.0500 0.6 117 B [77]

45 Hidroksidimetoksiflavon® 6.17  297.0767 297.0759 0.8 254 [M—H-CH;~CO]" (81, 83]
Flavanoni

46 Eriodiktiol® 351 287.0561 287.0555 0.6 135 ["BT, 125 [*A]” [77]

47 Sakuranetin® 436 285.0769 285.0757 1.2 165 [CgHs04] 7, 119 (37, 77]
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48 Naringenin®® 458  271.0612 271.0601 1.1 151 [°BT, 119[*A]
49 Hesperetin® 479 301.0718 301.0706 1.2 173, 163, 135, 133
50 Likuiritigenin® 582 255.0663 255.0652 1.1 153 [AT, 135 [ A-H,07, 119 [* A-OH-OH]
51 Pinostrobin®® 586  269.0819 269.0813 0.6 254 [M-H-CH;], 165 [A]
52 Pinocembrin®>* 592 255.0663 255.0658 0.5 213 [M-H-C,H,07, 151 [*A]”
Glikozidi
53 Rutin® 298 609.1461 609.1443 1.8 301 [M—H—rutinozid]
54 Izoramnetin-3-O-rutinozid" 3.29 623.1617 623.1588 2.9 315 [M—H-rutinozid] ", 300 [M-H-rutinozid—CH3]~
55 Apigetrin (Apigenin-7-O-glikozid)"* 3.88 431.0984 431.0971 1.3 269 [M—H-glukozid]", 151 [**B+2H]
56 Kempferol-p-koumaroil ramnozid* 4.73 577.1558 577.1563  -0.5 431, 285 [M—H—kumaroil-ramnosid] ", 151

Fenolni gliceridi

57 Kofeoil glicerol® 2.35 253.0710 253.0714 -0.4 179 [CoH,04]™
58 Kofeoilkumaroilacetil-glicerid’ 3.38 441.1622 441.1628  -0.6 381, 179 [CoH;04]", 161 [CoH;04-H,0]
59 Koumaroil acetil-glicerid’ 3.83 279.0860 279.0865  -0.5 253,225,207,, 163 [CoH,03]
60 Trikumaroil-glicerid® 3.93 529.1483 529.1470 1.3 163 [CoH,05] ~
61 Koumaroilkofeoil-glicerid® 4.42 399.1068 399.1067 0.1 253,235,163 [CoH,03] 7, 145
62 Kumaroilferuloil “glicerid® 491 413.1212 413.1231  -1.9 235, 193 [C1oHoO04] ", 163 [CoH;05]
63 Dikofeoil acetil glicerid™* 4.95 457.1122 457.1130  -0.8 397, 383,299, 235, 179 [CoH;04]", 161 [CoH,04,-H0], 135
64 Kumaroilferuloil glicerid® 5.05 413.1212 413.1230 -1.8 235, 193 [C1oHo04] ", 163 [CoH,0s]
65 Kumaroilkofeoil acetil -glicerid®? 5.36 441.1173 441.1180 -0.7 295, 235, 161 [CoH;0,~H,0], 135
66 Dikumaroilacetil-glicerid** 5.80 425.1224 425.1234  -1.0 321,215, 163 [CoH,0;]"
67 Dikofeoil kumaroil-glicerid 6.23 561.1854 561.1898 -4.4 179 [CoH,04]", 163, 161 [CoH;04-H,0]
68 Dikofeoilferuoil -glicerid’ 6.40 591.1508 591.1539  -3.1 193, 179 [CoH;04]", 161 [CoH;04-H,0], 135
Derivati kofeinske kiseline
69 Derivat kofeinske kiseline? 8.55 579.3369 505, 363, 281, 179 [CoH704], 161 [CoH;04~H,0]", 135 [CoH;04~CO,]
70 Derivat kofeinske kiseline’ 8.71 353.1990 193 [CoH;,0,] ,179 [CoH;04] , 161 [CoH,04~H,0] ", 143
71 Derivat kofeinske kiseline® 9.29 481.3294 461, 225, 179 [CoH,04]", 135 [CoH,04—CO,]
72 Derivat kofeinske kiseline? 9.46 607.3683 465, 281, 225, 179 [CoH,04] 7,135 [CoH,04~CO,]”

73 Derivat kofeinske kiseline’ 9.69 583.3606 253,225,179 [CoH;04] ", 135 [CoH;,04,~CO,]
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74 Derivat kofeinske kiseline’ 9.99 639.3505 460, 299, 225, 179 [CoH704] , 135 [CoH704,~CO,]"

75 Derivat kofeinske kiseline’ 10.36 647.4361 578, 543,253,225, 161 [CoH;04-H,0] ", 135 [CoH,04,~CO,]
Neidentifikovana jedinjenja

76 Neidentifikovano jedinjenje 1¢ 9.86 533.3683 523,313,253,225

77 Neidentifikovano jedinjenje 2° 11.37 683.4415 418, 281, 225,207

“Jedinjenja nadena u smoli pupoljka topole.
*U saglasnosti sastandardnim jedinjenjem.
‘U saglasnosti sa referencom.

4U saglasnosti sa masenoj fragmentaciji.
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2.35 Kafeoil glicerol NL: 1.06E5
100 253.0714 m/z= 253.0701-253.0727 F:
f FTMS - ¢ ESI Full ms
50 i [100.00-900.00] MS P5
I
0 338 ] ; O NL: 7.20E3
100 441.1628 Kafeoil kumaroil acetil glicerol Miz= 441.1606-441.1650 F:
| FTMS - c ESI Full ms
50 | [100.00-900.00] MS P5
i
° 393 . o NL: 7.76E3
100 529.1470 Tri-kumaroil glicerol m/z= 529.1444-529.1496 F:
| FTMS - ¢ ESI Full ms
50 | [100.00-900.00] MS P5
‘
‘
g 0 4.42 . p NL: 4.07E5
S 100 399.1067 Kumaroil kafeoil glicerol m/z= 399.1047-399.1087 F:
5 | FTMS - c ESI Full ms
2 50 I [100.00-900.00] MS P5
N
) I .
B 4.91 NL: 1.12E6
£ 100 413.1231 Kumaroil feruoil glicerol miz= 413.1210-413.1252 F:
| 505 FTMS - ¢ ESI Full ms
50 “1 413.1230 [100.00-900.00] MS P5
0 o
4.95 . ) - NL: 2.39E6
100 457.1130 Dikafeoil acetil glicerol m/z= 457 1107-457 1153 F-
| FTMS - c ESI Full ms
50 i [100.00-900.00] MS P5
i
0 623 NL: 8.99E4
100 561.1898 Dikafeoil kumaroil glicerol m/z= 561.1870-561.1926 F:
I FTMS - ¢ ESI Full ms
50 i [100.00-900.00] MS P5
0
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Time (min)
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100 100
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3 50 44,0008 2 50 2530558
2
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Slika 35. Maseni sprektri fenol glicerida identifikovanih u srpskom propolisu.
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4.4.9. ldentifikacija derivata kafeinske kiseline i neidentifikovana jedinjenja

Prema masenoj fragmentaciji jedinjenja 69-75 su potencijalno identifikovani kao
derivati kofeinske kiseline sa fragmentima na m/z 179, 161 i 135. Neidentifikovana
jedinjenja (76 i 77) sa retencionim vremenima 9,86 i 11,37 min su karakteristicna za plavi
tip propolisa. Jedinjenja 70, 72, 73 i 77 su prisutna u uzorcima 15, 23 i 48 koji pokazuju
drugaciji fenolni profil od ostalih (Slika 36 D) [65]. Prema HPTLC studiji, ovi uzorci
predstavljaju podgrupu plavog tipa propolisa. Ukupni jonski hromatogram oba tipa

propolisa kao i smole pupoljaka topole su prikazani na Slici 36 [74].

100 11+51+52 1/2_-_|-§1+44 NL: 3.28E7
| + TIC F: FTMS - ¢ ESI Full
A 42443 ‘I13+11; ms [100.00-900.00] MS
50 | \\U }‘ alcoholic extract of poplar buds resin
| 25+30__| | | 45 o . e WMMWVMNWMWM‘/»\
I WV SO £ IS RSt —
0
_12+31+44 NL: 7.68E7
100 B 9+38 42*&-’1\%1 \ 15+32 34 TIC F: FTMS - ¢ ESI Full
8418 22+40 \ 113+14 ms [100.00-900.00] MS
© 19"'28 24\ L‘"\ ‘\29 33 35 orange variaty of propolis
2 50 ( /. IV |
c | 1\ 139/101 | w45! N W i
8 1 3 i\ w‘w WL X
e 02 e UMV el A iAo
2 0 42143 NL: 3577
o 100 C 18 152 12444 15432 TIC F: FTMS - ¢ ESI Full
= 23 125 ms [100.00-900.00] MS
% 50 3418 \24“." \;(”137'14 blue variaty of propolis
2 s sl i lles) a3 73 76
_w,k M#“__}Miéwwvw‘s\uw\f‘ N o M e A e S A .
108 68 NL: 5.84E7
) TIC F: FTMS - ¢ ESI Full
‘ D 42443 |12 ms [100.00-900.00] MS
11 H 71 sample 23
50 23 e i 77
24‘ ,30 34 I iy
IS UG 35 10 s o N A0 B L0 L 7 P U
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
Time (min)

Slika 36. TIC hromatogram propolisa i smola pupoljaka topole.

Jedinjenja karakteristi¢na za oba tipa propolisa su galna kiselina, kofeinska kiselina,
pinobanksin, pinobanksin-3-O-pentanoat, pinobanksin-3-O-acetat, pinobanksin-3-O-
heksanoat, krisin, CAPE i pinocembrin (Slika 36). U Tabeli 11 su prikazana jedinjenja
karakteristicna za oba tipa propolisa i ekstrakt pupoljaka topole [74]. Sli¢ni rezultati su
dobijeni za hemijski sastav pupoljka topole od strane Bankove [86] . Ukupni hromatogram

oranz i plavog tipa propolisa kao i smole topole je prikazan na Slici 36. Moze se uociti
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slicnost izmedu uzorka koji pripada oranz tipu propolisa i smole topole, dok plavi tip

propolisa ima manje fenolnih jedinjenja.

Tabela 11. Fenolna jedinjenja karakteristi¢na za oba tipa propolisa i smolu topole

Broj Oranz tip Plavi tip Smola topole

1 Benzil kofeat Benzil kofeat Benzil kofeat

2 Protokatehinska kiselina p-Kumarinska kiselina Galna kiselina

3 CAPE CAPE CAPE

4 Dihidroflavon krisin Cinaminska kiselina Kofeinska kiselina

3 Tektokrisin Pinocembrin Pinocembrin

6 Tangeritin Taksifolin Krisin

7 Bis-metilovani kvercetin Kvercetin tetrametil etar ~ Cinamil estar kofeinske kiseline
8 Apigenin Dihidroksiflavon Apigenin

9 Kaempferol Derivat kofeinske kiseline Pinostrobin

10 Ramnetin Naringenin Pinobanksin-3-metiletar
11 Pinobanksin Kvercetin-3-O-rutinozid Galangin

12 Pinobanksin-3-O-acetat Galangin Ponobanksin-3-O-acetat

13 Pinobanksin-3-O-propionat Pinobanksin-3-O-propionat
14 Pinobanksin-3-O-butirat
13 Pinobanksin-3-O-pentanoat

Slican profil je dobijen u slucaju nemackog propolisa [72, 73]. Fenolni profil
nemackog propolisa ispitivan DART, TLC i TLC-MS metodom pokazuje da jedinjenja kao
Sto su kumarinska kiselina, galangin, naringenin, kofeinska kiselina, krisin i
metoksiflavanon ili njegov izomer i benzil kofeat ili pinostrobin pripadaju plavom tipu
propolisa, dok oranz tip karakteriSu fenolna jedinjenja kao §to su kempferol, pinobanksin,
galangin, apigenin i kvercetin dimetil-etar. Jedinjenja kao S§to su CAPE, kumarinska
kiselina, kvercetin i krisin prisutna su u oba tipa propolisa, ali u znatno manjoj koli¢ini u
plavom tipu [72, 73].

Tri uzorka (13, 23, 48) pokazuju razli¢it hromatografski profil prema HPTLC
metodi. Ovi uzorci ne sadrze intenzivne pikove na TIC hromatogramu koji odgovaraju
galanginu, krisinu, CAPE i pinobanksin-3-O-acetatu. U uzorku 23 su identifikovani derivati
kofeinske kiseline i kumaroil kofeoil acetil glicerol. Prema HPTLC profilu, ovi uzorci su
podgrupa plavog propolisa i oni najverovatnije ne poticu od topole, ve¢ iz drugih

botanickih izvora i mogu biti predmet nekih narednih istrazivanja [65].
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4.4.10. Kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja u uzorcima propolisa

Deset fenolnih jedinjenja je kvantifikovano u uzorcima propolisa. Koncentracije
kvantifikovanih fenola su date u Tabeli 12, zajedno sa srednjim vrednostima, korelacionim
koeficientima, granicom detekcije, granicom kvantifikacije, povratnim prinosom na tri
nivoa koncentracije.

Prema Tabeli 12 moguce je uociti razlike izmedu dva tipa propolisa. Najvise
fenolnih jedinjenja je kvantifikovano u uzorcima koji pripadaju oranz tipu propolisa.
Najzastupljenije komponente u oranz tipu propolisa su pinocembrin, galangin i krisin.
Naringenin nije kvantifikovan u oranz, ali je naden u uzorcima koji pripadaju plavom tipu
propolisa. Prema Bankovoj, pinocembrin, galangin i krisin su najzastupljenija fenolna
jedinjenja u evropskom propolisu, $to je u saglasnosti sa dobijenim rezultatima za srpski
propolis [86]. U uzorcima 15, 23, 48 nisu kvantifikovani svi fenoli, ili je njihova
koncentracija ispod granice detekcije. Maseni spektar uzorka 23 pokazuje pik koji odgovara

naringinu.

99



Petar Ristivojevic¢

Doktorska disertacija

Tabela 12. Sadrzaj kvantifikovanih fenola u oranz i plavom tipu propolisa. Naziv jedinjenja, korelacioni koeficijent, granica detekcije
(LOD), granica kvantifikacije (LOQ), povratni prinos, odsecak i nagib kalibracione krive i koncentracioni opseg.

Povratni prinos, %

Koncentracioni opseg (mg/g)

e s e 2 v .

Br, Jedinjenja R LOD (mg/g) - LOQ (mg/g) Nivol Nivo2 Nivo3 Odsecak  Nagib Plavi tip OranZ tip
1 Kofeinska kiselina 0,9948 0,09 0,29 109 102 101 -79310° 2,72-10" LOD - 1,08 0,26-2,80
2 p-Kumarinska kiselina  0,9918 0,1 0,36 107 93 100 2,55.10°  2,69-10° LOD-1,17 LOD-235
3 Luteolin 0,9938 0,1 0,33 98 98 95 6,5510°  3,82:107 LOD-0,16 LOD-0,57
4 Kvercetin 0,9930 0,1 0,34 98 89 94 -6,91-10°  1,55107 LOD -0,20 LOD - 0,64
5 Apigenin 0,9959 0,08 0,27 100 93 99 6,2310° 39910’ LOD-0,51 0,10-0,95
6 Naringenin 0,9931 0,09 0,32 106 103 107 -8,34-10° 2,88:10° LOD-0,14 <LOD

7 Kempferol 0,9979 0,05 0,19 94 107 95 32710° 34510 LOD-0,75 0,48—-1,32
8 Pinocembrin 09790 0,12 04 98 98 103 8,04-10° 17,7310 LOD-349 0,81-3891
9 Krisin 0,9904 0,19 0,62 101 104 102 1,13-10°  52010° LOD-6,99 1,39-16,34
10 Galangin 0,9982 0,05 0,16 109 85 110 3,51-10° 1,1810°  0,17-14,30 4,48 -41.20
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4.4.11. Multivarijantna analiza sprskog propolisa na osnovu sadrzaja fenola

PCA je primenjena u cilju pronalazenja slicnosti i1 razlika izmedu ispitivanih
uzoraka, tj. postojanja dva tipa propolisa. Kvantifikovane koli¢ine fenola su koris¢ene kao
varijable. PCA primenjena na autoskalirane vrednosti rezultuje Cetvorokomponentnim
modelom kojim se objasnjava 99.91% od ukupnog varijabiliteta. Prva glavna komponenta
obuhvata 96,17%, a druga 3,16% od ukupnog varijabiliteta. Zajednicka projekcija skorova i
njihovih latentnih varijabli za prve dve komponete su prikazane na Slici 37. Uzajamne
projekcije skorova za prve dve komponente pokazuju prisustvo dva tipa propolisa. Ove dve
grupe odgovaraju klasifikaciji prema HPTLC profilu. Idu¢i od negativnih ka pozitivnim
vrednostima PC1, uzorci su razdvojeni na dve grupe. Uzorci 15, 23, 1 48 formiraju posebnu

grupu, §to se moze objasniti na osnovu predhodno opisanih svojstava ova tri uzorka [74].
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Slika 37. PCA propolisa na osnovu kvantifikovanih fenola u srpskom propolisu

Grafik latentnih varijabli ukazuje na uticaj pojedinih fenolnih jedinjenja na
razdvajanje. Galangin zajedno sa CAPE, krisinom i pinocembrinom pokazuje najveci uticaj
na razdvajanje. Galangin pokazuje najveci uticaj na PC1, dok je krisin pozitivno korelisan
sa PC2. Gore navedeni fenoli predstavljaju karakteristicne markere propolisa oranz tipa

[74].
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4.4.12. Multivarijantna analiza nemackog propolisa zasnovana na DART

Temperature od 150 °C i 300 °C su koriS¢ene za ambijentalnu masenu
spektroskopiju, DART. Maseni spektri snimani na dve razli¢ite temperature od 150 °C i
300 °C su preliminarno ispitivani na osam uzoraka plavog i osam uzoraka oranZ tipa
propolisa. Maseni spektri snimani na 150 °C daju manji intenzitet signala i relativno visoku
pozadinu.

Maseni spektri snimani na 300 °C daju veé¢e masene signale pojedinih vrsta i manje
pozadinske signale, te iz tih razloga je ova temperatura koris¢ena za dalju multivarijantnu

analizu (Slika 38) [73].
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Slika 38. DART maseni spektri plavog (A, C) i oranz propolisa (B, D) snimani na
temperaturi od 300 °C.
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4.4.12.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata je primenjena koriS¢enjem varijabli izrazenih kao
relativna zastupljenost jona m/z, uz primenu kovarijantne matrice sa autoskaliranjem. Prve
tri komponente opisuju 68,96% od ukupnog varibijaliteta. PC1 opisuje 38,96%, a PC2
21,14% od ukupnog varijabiliteta [73].
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Slika 39. Grafik odnosa prve dve kompenetne i latentnih varijabli dobijen na osnovu

DART analize.

Uzorci koji pripadaju oranz tipu propolisa su lokalizovani na levoj strani grafika, i
fenolna jedinjenja kao §to su m/z 517,1, 541,1 i 583,1 predstavljaju karakterisiténe markere
oranz tipa propolisa (Tabela 13). Ovi signali bi mogli poticati od glikozida ili fenolnih
glicerida (Slika 39). Plavi propolisi su pozicionirani sa desne strane grafika. Maseni signali
kao $to su m/z 163,1, 242,1, 253,1, 327,1, 343,1, 285,05 i 417,1 znacajno doprinose
razdvajanju ova dva tipa propolisa. Maseni signal na 327,1 bi mogao poticati od
pinobanksin-5-metiletar-3-O-acetata ili pinobanksin-O-propionaat. Maseni signal na m/z
285 bi mogao poticati od deprotonovanog molekula pinobanksin metil etra ili luteolina.
Prema literaturnim podacima maseni signali na 163,5 i 255,1 indikuju deprotonovani
molekul kumarinske kiseline i pinocambrina ili likuiritigenina, redom [76].

Dalje, maseni signal na m/z 253,1 odgovara deprotonovanom molekulu krisina [76].

Svi maseni signali pozicionirani sa leve strane odgovaraju oranz tipu propolisa. Fenoli na
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m/z 269,1 i 285,1 su pozicionirani sa desne strane grafika latentnih varijabli i predstavljaju
karakteristicne fenole plavog tipa propolisa. Ovi signali bi mogli odgovarati galanginu ili
apigeninu i kaempferolu [77]. Oba tipa propolisa sadrze fenole koji daju molekulske jone
na m/z 269,1, 332, i 449,1 i lokalizovani su izmedu plavog i oranz tipa propolisa. Morlock i
saradnici su odredili fenolni profil nemackog propolisa, i ustanovili da kumarinska kiselina,
maseni signali na m/z 253,1 i m/z 255,1 poticu od krisina, pinobembrina ili
metoksiflavanona i likuiritigenina. Pik na m/z 271,1 bi mogao poticati od galangina ili

apigenina ili od pinostrombina ili benzil-kafeata [77].

Tabela 13. Uticaj fenolnih jedinejnja iz propolisa na glavne komponente

. Promenljiv Uticaj promenljive S Tip
Broj na PC Marker jedinjenja propolisa
1 163,1 Pozitivan (PC1) Kumarinska kiselina Plav1v !

oranz
2 242.1 Negativan (PC2) Nepoznato fenolno jedinjeje Plavi
3 2531 Pozitivan (PCLT e in i1i metoksiflavanon Plavi i
PC2) oranZ
4 255.1 Pozitivan (PC2) Pinocembrin ili likuiitigenin Oranz
5 269.1 Pozitivan (PC2) Galapgm, apigenin, pinostrombin, ili Plav1v 1
benzil kafeat oranz
6 271.1 Pozitivan (PC2) Naringenin ili pinostormbin Oranz
7 285 1 Pozitivan (PC2) Kaempferol, luteolin, pinobanksin-5- Plavi
metil etar
g 2371 Pozitivan (PC1) P}nobankS}n—S—methle‘gar—3—O—acetat ili Plavi
pinobanksin-3-O-propionat
9 332.1 Pozitivan (PC2) Nepoznato fenolno jedinjeje EEZ;
10 343.1 Pozitivan (PC1) Nepoznato fenolno jedinjeje Plavi
11 417.1 Pozitivan (PC1) Nepoznato fenolno jedinjeje Plavi
12 449.1 Pozitivan (PC2) Nepoznato fenolno jedinjeje EEZ;
13 517.1 Negativan (PC1) Glikozid ili fenolni dimer Oranz
14 541.1 Negativan (PC1) Glikozid ili fenolni dimer Oranz
15 583.1 Negativan (PC1) Glikozid ili fenolni dimer Oranz
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4.4.12.2. Hijerarhijska klasterska analiza (HCA)

Prema DART masenim signalima klasifikacija dva tipa nemackog propolisa je
izvedena primenom hijerarhijske klasterske analize. Prema HPTLC profile 33 od 59
uzoraka je klasifikovano kao oranz, a 26 kao plavi tip propolisa. Jedan klaster sadrzi
uglavnom oranz uzorke, 32 oranz i 4 plava, drugi klaster sadrzi 1 oranz i 22 plava uzorka.
Dendrogram dobijen HCA analizom, pokazuje dva klastera pri nivou sli¢nosti od 30 %.
Klaster koji se uglavnom sastoji od oranz uzoraka, pri nivou sli¢nosti od 16% daje dva
manja klastera. Drugi klaster je podeljen na dva manja klastera pri nivou sli¢nosti od 15%.
Nekoliko uzoraka klasifikovanih kao plavi tip je klasifikovano u klasteru koji je uglavnom
izgraden od oranz propolisa. To se moze objasniti sliénim kvalitativnim sastavom oba tipa

propolisa, gde razlike poti¢u od kvantitativnog sastava [73].
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Slika 40. Dendrogram a) uzoraka nemackog propolisa i b) varijabli dobijen direktnom

analizom u realnom vremenu.

Prema nivou sli¢nosti od 15% u dendrogramu varijabli, moze se uociti da pikovi na
m/z 517,2, 541,1 i 583,1 pokazuju sli¢nost i karakteristi¢ni su uglavnom za propolis oranz
tipa. Sa druge strane, deprotonovana fenolna jedinjenja sa masenim signalima na m/z 163,1,
242.1, 253,1, 285,1, 327,1, 343,1 i 417,1 formiraju drugi klaster, dok se varijabla 417,1
izdvaja i gradi zaseban klaster. Ovi rezultati su u saglasnosti sa predodnom klasifikacijom

propolisa, prema analizi glavnih komponenata [73] (Slika 40).
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4.4.12.3. Linearno diskriminantna analiza (LDA)

Lineamno diskriminantna funkcija dobijena na osnovu masenih spektara sadrzi set od
59 uzoraka propolisa, koji ¢ini test set i 27 uzoraka propolisa uglavnom iz stranih zemalja
(11 stranih uzoraka i 16 uzoraka koji se prema HPTLC ponasaju kao smesa oranz i plavog
tipa). Na osnovu LDA, mo¢ klasifikacije i predvidanja klasifikacije testiranih uzoraka je
prikazana kao procenat klasifikacije, primenom kalibracione jednacine i kros-validacione
procedure. Linearno diskriminantne funkcije primenjene na test set, analizirane od strane
DART, izracunate su prema linearnim diskriminantnim funkcijama:

Plavi tip
D1=10,050 -253,1-0,012 -271,05 + 0,041 - 517,15 + 0,143 - 541,05 + 0,186

343,05 + 0,71 -327,05 - 0,022 -583,1 -11,271
Oranz tip
D2=0,018-253,1-0,012-271,05+0,131-517,15+ 0,112 - 541,05 + 0,06
-343,05 +0,0334 -327 + 0,0812 - 583,1+10,138
Varijable sa znacajnim uticajem na prve tri komponete (253,1, 271,1, 343,1, 417,1,
517,1, 541,1 1 583,1) su izabrane za linearno diskriminantno modelovanje. Prema Tabeli
14, standardizovani kanoni¢ni koeficienti izdvajaju variable, ko Sto su 343,1, 517,1, 583,1 i

327,1 kao najznacajnije za razdvajanje oba tipa propolisa.

Tabela 14. LDA model dobijen DART tehnikom na osnovu izabranih masenih signala.

Std. kanonijski koeficijenti prema LDA modelu
zasnovanom na DART analizi

Varijable Variate 1
253,10 -0,1910
271,05 -0,0002
517,15 0,40900
541,05 -0,1250
343,05 -0,5410
327,05 -0,2220
583,10 0,48590

Jasno razdvajanje izmedu dva tipa propolisa je demonstirano na grafiku
kalibracionog seta, kao i zajednicke projekcije testiranih uzoraka. Procenat klasifikacije

uzoraka koji pripadaju oranz i plavom tipu propolisa iznosi 96,6%, a dobijen koristeci
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originalni 1 kros-validacionu proceduru (94,9%) (Tabela 15). Oranz tip propolisa je

klasifikovan sa malo boljom tacnosc¢u (97,0%) nego plavi tip (92,3%).
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Slika 41. Grafik skorova latentnih varijabli za kalibracioni (A) i test (B) set LDA modela.

Prema kalibracionom setu veéina uzoraka koji predstavljaju smesu plavog i oranz
tipa propolisa su klasifikovani kao propolisi oranz tipa, izuzev tri uzorka (Slika 41). Uzorci
koji poticu iz drugih zemalja su isto klasifikovani uglavnom kao oranz, verovatno zbog

prisustva fenola koji su karaktersitcni za propolis oranz tipa.

Tabela 15. DART masena spektroskopija: LDA klasifikacija nemackog propolisa na oranz
i plavi tip

Klasifikacija rezultata

Tip propolisa Stepen predvidanja grupnog

¢lanstva
Klasifikacija Plavi tip OranZ tip Ukupno
Originalni Plavi tip 24 2 26
Oranz 0 33 33
% Plavi 92,30 7,70 100,00
Oranz 3,00 97,00 100,00
Kros-validaciona Plavi 24 5 %6
procedura
Oranz 1 32 33
% Plavi 92,30 7,70 100,00
Oranz 3,00 97,00 100,00
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4.5. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i relativna antioksidativna aktivnost

4.5.1. Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida

Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida propolisa predstavlja parametar kvaliteta koji u
mnogome zavisi od botanic¢kog i geografskog porekla. U zavisnosti od fitogeografskog
porekla propolis sadrzi razlicite koli¢ine fenola i flavonoida [68]. Ukupan sadrzaj fenola i
flavonoida ukazuje na razlike u kvalitetu oranz i plavog tipa srpskog propolisa. Na osnovu
Tabele 16 moze se uociti da uzorci koji pripadaju oranz tipu propolisa (224,96 + 0,18 mg
GAE/g propolisa) imaju veci sadrzaj fenola u odnosu na uzorke koji pripadaju plavom tipu
propolisa (195,60 + 0,24 mg GAE/g) sto su potvrdile i druge analiticke tehnike kao $to su
HPTLC, UV/VIS spektrofotometrija, UPLC-LTQ-Orbitrap MS/MS.

Sli¢no kao i kod sadrzaja fenola, uzorci koji pripadaju plavom tipu propolisa sadrze
manje flavonoida (100,74 + 0,03 mg QAE/g propolisa) u odnosu na uzorke klasifikovane
kao oranz tip (122,41 + 0,03 mg QAE/g propolisa). Iz Tabele T1 u Prilogu moze se uoéiti
da je sadrzaj voska kod uzoraka koji pripadaju plavom tipu veci, ¢ime bi se mogao objasniti
manji sadrzaj fenolnih jedinjenja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezulatima dobijenim

analizom propolisa [68, 92, 93].

4.5.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti propolisa

Na osnovu Tabele 16, moze uociti da narandzasti tip propolisa ima izrazeno veci
antioksidativni kapacitet, verovatno zbog vece koli¢ine fenola koje sadrzi. Narandzasti tip
propolisa ima antioksidativnu aktivnost izmedu 21,15% i 87,69%, a plavi tip ima vrednosti
izmedu 24,21% 1 60,20%. Sli¢ni rezultati kao i kod srpskog popolisa su dobijeni prema
Kumazawa-u [68]. Sa druge strane, autor navodi kvercetin, kempferol, galangin, fenolne
kiseline i feniletil estar kofeinske kiseline, cinamil kofeat kao jedinjenja sa najveéim

doprinosom antioksidativne aktivnosti [68].

108



Petar Ristivojevic¢

Doktorska disertacija

Tabela 16. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i relativna antioksidativna aktivnost oranz i plavog tipa propolisa.

Uzorci propolisa  Klasifikacija propolisa Ukupni fenoli mg EGK/g propolisa Ukupni flavonoidi propolisa (mg EK/g propolisa DPPH %

Propolis-2 Oranz 197,96+0,19 109,42+0,02 45,64+2.73
Propolis-3 Oranz 181,26+0,18 99,25+0,04 36,28+2,30
Propolis-6 Oranz 188,85+0,07 97,17+0,02 34874294
Propolis-7 Oranz 246,35+0,02 134,27+0,03 53,13+0,07
Propolis-8 Oranz 198,10+0,08 104,70+0,35 42,90+0,14
Propolis-9 Oranz 241,04+0,06 132,75+0,02 60,98+0,28
Propolis-10 Oranz 173,69+0,07 113,74+0,17 38,42+0,07
Propolis-11 Oranz 240,59+0,04 146,37+0,04 57,14+1 .47
Propolis-12 Oranz 144,91+0,04 103,63+0,02 21,15+0,07
Propolis-13 Oranz 209,57+0,04 122,88+0,04 39,18+0,07
Propolis-14 Oranz 238,25+0,03 136,03+0,01 77,76£0,01
Propolis-16 Oranz 211,08+0,04 134,26+0,02 50,61+0,12
Propolis-17 Oranz 229,91+0,04 132,95+0,03 48,9140,12
Propolis-19 Oranz 229,89+0,10 127,48+0,03 67,17£0,01
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Propolis-20

Propolis-21

Propolis-22

Propolis-24

Propolis-25

Propolis-26

Propolis-27

Propolis-28

Propolis-29

Propolis-30

Propolis-31

Propolis-32

Propolis-33

Propolis-34

Propolis-36

Propolis-37

Propolis-38

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

215,58+0,04

208,32+0,02

205,94+0,06

227,38+0,06

260,76+0,04

275,31+0,02

240,02+0,06

200,82+0,04

192,25+0,06

220,79+0,04

172,81+0,01

252,49+0,04

245,99+0,05

273,55+0,26

240,60+0,08

293,90+0,04

143,46+0,04

123,49+0,04

111,16+0,01

104,71+0,01

123,97+0,02

134,61+0,01

148,98+0,01

113,2540,02

111,45+0,01

113,93+0,02

127,38+0,01

91,66+0,01

106,55+0,02

143,15+0,03

140,87+0,02

133,44+0,02

140,25+0,02

99,068+0,002

49,86+0,07

68,77+0,12

41,640,12

54,16+£0,07

60,07+0,01

72,64+0,12

76,03+0,12

37,81£0,18

37,61£0,07

39,63+£0,07

28,37+0,07

54,92+0,07

69,49+0,12

68,77+0,12

46,00+0,12

86,76+0,01

39,35+0,12
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Propolis-40

Propolis-41

Propolis-42

Propolis-43

Propolis-44

Propolis-45

Propolis-46

Propolis-47

Propolis-51

Propolis-1

Propolis-4

Propolis-5

Propolis-15

Propolis-18

Propolis-23

Propolis-35

Propolis-39

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Oranz

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

273,16+0,56

238,58+3,89

262,9240,17

208,88+0,04

301,93+0,19

226,90+0,06

238,39+0,11

247,76+0,02

198,38+0,09

212,86+0,56

197,43+1,18

184,61+0,36

108,19+0,04

162,22+0,04

171,01+0,02

219,09+0,13

312,39+0,03

131,19£0,01

133,28+0,02

143,74+0,01

103,09+0,06

152,1840,01

118,7120,01

125,93+0,01

119,29+0,02

106,38+0,01

112,48+0,02

95,13+0,04

87,35+0,03

90,18+0,01

121,95+0,03

90,55+0,01

88,45+0,04

100,668+0,002

87,41%0,12

51,8240,12

67,51£0,07

54,84+0,12

75,18+0,12

53,59+0,07

71,9120,12

57,24+0,12

87,69+0,14

60,20+0,18

56,62+0,14

36,00+£0,07

44,79+0,12

28,28+0,02

37,97+0,07

54,24+0,12

88,21+4,39

111



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

Propolis-48 Plavi 125,31+0,06 123,223+0,03 25,45+0,12
Propolis-52 Plavi 223,37+0,16 101,83+0,04 34,99+0,07
Propolis-53 Plavi 235,09+0,04 96,34+0,03 24,21+0,07
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Prema Russo-u i saradnicima CAPE i galangin su prepoznati kao fenoli koji
ispoljavaju jaku antioksidativnu mo¢ [94]. Japanski propolis ima sline vrednosti
antiokidatine aktivnosti kao srpski [95].

Oranz tip nemackog propolisa slicno kao srpski ima vecu antioksidativnu aktivnost,
u odnosu na plavi tip. Takode, autori su nasli vezu izmedu sadrzaja fenola i flavonoida sa
jedne strane i antioksidativne aktivnosti sa druge strane [93].

Antioksidativna aktivnost srpskog propolisa u korelaciji sa sadrzajem ukupnih
fenola pokazuje linearnu zavisnost (R* = 0,724). Sa druge strane, nije nadena linearna
zavisnost izmedu antioksidativnog kapaciteta i sadrzaja ukupnih flavonoida. Dalje, nije
nadena linearna zavisnost izmedu pojedinih fenolnih jedinjenja i relativnog
antioksidativnog kapaciteta. Antioksidativna mo¢ pojedinih fenolnih jedinjenja se moze
pripisatisadrzaju CAPE, kvercetina, kempferola, galangina, kao i fenolnih kiselina ¢ije je

prisustvo utvrdeno drugim analitickim tehnikama [68].

GAE/g propolisa
350.00 ~
y=1.794x + 127.2
R2=0.724
300.00 -+
250.00 -+
200.00 -+
150.00
100.00 T T T !
15.0000 35.0000 55.0000 75.0000 95.0000
DPPH %

Slika 42. Linearna zavisnost antioksidativnog kapaciteta odredena koris¢enjem DPPH.
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4.5.3. Sadrzaj metala i metaloida u srpskom propolisu

U cilju ispitivanja sadrzaja esencijalnih i toksi¢nih metala, dvadeset dva metala su
odredena u srpskom propolisu primenom indukovano kuplovane plazme opticke emisione
spektroskopije sa ciljem ispitivanja sadrzaja esencijalnih i toksi¢nih metala. Statisticki
parametri su prikazani u Tabeli 17.

Na osnovu koli¢ine esencijalnih i toksi¢nih metala, srpski propolis se moze podeliti
u tri grupe. Metali kao Sto su Al, Ca, Fe, K, Mg, Zn i metaloid Si, su prisutni u
koncentraciji ve¢oj od 150 mg/kg. Sadrzaj elemenata B, Ba, Cu, Na , Pb, Sr varira od 2,07
do 41,38 mg/kg. Elementi kao §to su Cd, Cr, Co, Mo, Ni, V i metaloid As su prisutni u jako
maloj koncentraciji ili u tragovima. Ziva nije detektovana u ispitivanim uzorcima. Granica
detekcije zive iznosi 0.0003 mg/kg. Sli¢ni rezultati su dobijeni od strane autora koji su
ispitivali sadrzaj metala u kineskom propolisu [96]. Brazilski i Spanski propolis propolis
sadrzi vece kolicine Al, Ca, K, Mg, Zn, Na i metaloid Si. Toksi¢ni metali kao $to su Cu,
Cd, Cr, i Pb su prisutni u niskoj koncentraciji [97, 98].

Sadrzaj toksi¢nih metala je vazan parametar sa stanoviSta monitoringa zagadenja
zivotne sredine. Prema standardima o hrani, sadrzaj Pb ne bi trebalo da prelazi 1 mg/kg,
dok prema Codex Alimentarius Food ta granica iznosi 2 mg/kg.Sa druge strane, svetska
zdravstvena organizacija (World Healt Organisation, WHO) propisuje maksimalnu
dozvoljenu koncentraciju Pb do 10 mg/kg u uzorcima sirovog propolisa. Srednja vrednost
sadrzaja Pb u srpskom propolisu iznosi 7. 84 mg/kg, te prema kriterijjumima svetske
zdravstvene organizacije, srpski propolis se moze smatrati bezbednim. Utvrdeno je da je
sadrzaj toksi¢nih metala znacajno nizi u alkoholnim tinkturama propolisa nego u uzorcima
sirovog propolisa [98]. Sadrzaj Cd u srpskom propolisu je nizak. Postoji nekoliko
potencijalnih izvora Cd poput vesStackih dubriva, kanalizacije, otpadnih voda iz

industrijskih postrojenja, fosilnih goriva i produkata sagorevanja goriva [96].
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Tabela 17. Sadrzaj elemenata u srpskom propolisu (izraZzeni u mg/kg)

Al B Ba Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg
Srednja vrednost 15542 516 28,68 748,00 0,18 041 1,84 3,62 245,05 951,69 391,36
Medijana 12548 422 12,03 64920 0,07 027 1,10 2,76 197,56 679,32 326,76
Minimum 41,10 1,66 1,07 28344 0,01 0,03 0,29 0,76 48,02 297,59 92,89
Maksimum 474,57 27,01 34094 2940,65 3,73 327 1434 1835 96741 6438,73 2466,81
Mn Mo Na Ni Pb Si Sr Ti v Zn As
Srednja vrednost 1402 0,14 41,38 0,87 784 307,59 2,07 3792 0,85 195,47 0,14
Medijana 11,78 0,09 3283 0,67 598 25923 1,78 19,65 0,68 64,90 0,11
Minimum 2,66 LD 10,14 0,26 0,92 105,11 041 3,99 0,14 12,10 LD
Maksimum 51,33 0,74 209,21 2,52 43,15 784,57 1024 214,13 3,82 1466.42 0,59

115



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

Nizak nivo Hg (ispod granice detekcije) u uzorcima srpskog propolisa ukazuje na
nizak nivo gradskog i industrijskog zagadenja u Srbiji. Nesto vece koncentracije As su
nadene u sirovom propolisu iz Juzne Srbije i Vojvodine. Toksi¢nost As zavisi od oblika u
kojem se nalazi. As vezan u obliku organskog jedinjenja je manje toksi¢an nego neorganski
As’" [98]. Brojne studije pokazuju da Al prisutan u vecoj koli¢ini izaziva neuroloske
probleme i Alchajmerovu bolest. Medutim, poredenjem sadrzaja Al u srpskom, $panskom i
kineskom propolisu moze se ste¢i utisak da je ovaj metal svojstven za propolis [97, 98 ]. Sa
druge strane, sadrzaj Al u etanolnom ekstraktu propolisa je u koncentracionom opsegu od
2.13 do 29 mg/kg. Na Slici 36 je prikazan sadrzaj metala u uzorcima propolisa koji poticu
iz odredenih regiona u Srbiji. Moze se uociti da je sadrzaj Ca, K, Mg i Si visok, i da su ovi
elementi svojstveni propolisu. Propolis iz juznog i zapadnog regiona sadrzi vece koliCine
Al, Si, Ti, Zn, s tim Sto propolis iz zapadne Srbije sadzi vece koli¢ine mikroelemenata kao
sto su B, Ca, Mg, Mo. Uzorci propolisa i regiona Kosova i Metohije sadrze vece koliCine
jona elemenata kao $to su Cu, Mn, Ni, Pb, Si, i Sr. Iz dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da uzorci propolisa iz regina Vojvodine imaju znatno manji sadrzaj metala u odnosu na

uzorke iz ostalih regiona (Slika 43).
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Slika 43. Sadrzaj metala u uzorcima propolisa iz razli€itih regiona Srbije.
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4.6. Odredivanje antimikrobne aktivnosti propolisa

4.6.1. Disk-difuzioni metod

Antibakterijsko dejstvo propolisa ispitivano je na Sest Gram-pozitivnih i sedam
Gram-negativnih bakterijskih vrsta prema 21-om sluc¢ajno odabranom uzorku propolisa.
Dobijeni rezultati su navedeni u prilogu u Tabeli T2 i na osnovu njih se moze uociti da su
na antimikrobno dejstvo odabranih propolisa, najvecu osetljivost pokazale bakterije kao $to
su B. subtilis, E. faecalis, S. Aureus,L. monocytogenes, A. hydrophila i S. flexneri. Najveci
antimikrobni efekat ispitivanih uzoraka je uocen kod sojeva B. subtilis i L. monocytogenes,

gde se javljaju zone inhibicije od 12 mm (Tabela T2).

Slika 44. Disk difuzioni bioesej za P1 i P2 uzorke protiv L. monocytogenes i A.

Hydrophila.

Od 21 ekstrakta propolisa zona inhibicije veca od 12 mm se javila pri delovanju
uzoraka oranz tipa propolisa (6, 7, 9) i to pri najvecoj koncentraciji (Prilog, Tabela T2) na
M. luteus, dok ostali uzorci propolisa nisu pokazali efekat. Slican antimikrobni efekat su
pokazali uzorci (8,9, 10, 11 i 15) na S. equisimilis (Prilog P3).

L. monocytogenes je pokazala vecu osetljivost u odnosu na druge ispitivane
bakterije prema delovanju svih uzoraka propolisa. Zone inhibicije se javljaju pri znatno
nizim koncentracijama za oranz tip propolisa u odnosu na uzorke koji pripadaju plavom

tipu propolisa (Tabel T2). Najslabiji efekat na L. monocytogenessu pokazali upravo uzorci
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koji pripadaju plavom tipu propolisa. E. faecalis je dao razliCite zone inhibicije za
analizirane ekstrakte propolisa. Naime, ekstrakti propolisa koji pripadaju plavom tipu (15 i
51) su se pokazali kao najmanje efikasni na ovaj soj, pri ¢emu su dali malu zonu inhibicije
pri najvecoj koris¢enoj koncentraciji od 127 i 132 mg/ml. Najveé¢i antimikrobni efekat na
Gram-pozitivne bakterije pokazali su uzorci propolisa koji su klasifikovani kao oranz tip
(16, 17, 19, 28, 29, 32). Uzorci propolisa 7, 8 1 9 pokazuju jaku antimikrobnu aktivnost
prema L. monocytogenes, B. subtilis i E. faecalis.

Propolisi 1, 2, 3 i 4 su pokazali umerenu antimikrobnu aktivnost. Delovanjem
uzoraka 1, 3, 4 (koji pripadaju plavom tipu) i uzorka 2 (oranz tip) javile su se zone
inhibicije manjeg pre¢nika u odnosu na prethodno pomenute uzorke (uglavnom ispod 8
mm). Interesantno je da je E. cloacae osetljiva isklju¢ivo na delovanje gore navedenih
uzoraka propolisa (1-4), pri ¢emu su se zone inhibicije od 8 mm javljale i na najnizim
testiranim koncentracijama (Tabela T3). Za ove bakterijske sojeve se ne moze uociti razlika
izmedu dva tipa propolisa.

Metanol, koji je koris¢en kao kontrola rastvaraca, nije pokazao inhibitorni efekat na

rast nijednog analiziranog bakterijskog soja.

Slika 45. Disk-difuzioni bioesej za uzorke 1, 2, 3 i 6 protiv bakterije A. hydrophila.

Od svih analiziranih uzoraka disk-difuzionom metodom najjaci antimikrobni efekat

na A. hydrophila i S. flexneri su pokazali uzorci koji pripadaju oranz tipu propolisa (6, 10,
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sojevi Gram-negativnih bakterija na delovanje propolisa (Slika 45). Zone inhibicije kod A.
hydrophila iznose 8 mm, s tim $to se pre¢nik zona inhibicije poveCava poveéanjem
koncentracije propolisa, a najvece zone imaju pre¢nik 12 mm. Sto se S. flexneri ti¢e, najjaci
efekat su pokazali uzorci koji pripadaju oranz propolisu 10 i 17, ¢ija se aktivnost uocava i
na najnizim testiranim koncentracijama (zona inhibicije 8 mm, Tabela T2). Ostale Gram-
negativne bakterije koriS¢ene u radu su pokazale daleko manju osetljivost i rezistentne su
na delovanje vecine testiranih ekstrakata propolisa. Testirani propolisi nisu pokazali
inhibitorni efekat na rast E. coli, osim uzoraka 7, 8 i 10, koji su aktivni samo pri vi§im
koncentracijama (Slika 46).

U literaturi postoji veliki broj publikacija koje se odnose na antimikrobnu aktivnost
propolisa na E. coli. Katircioglu i saradnici su ispitivali antimikrobnu aktivnost etanolnih
ekstrakata propolisa iz razli¢itih regiona Turske protiv E. Coli [99]. Zone inhibicije su
iznosile >12 mm, dok su kod P. aeruginosa i P. mirabilis pokazali daleko manju
osetljivost. Turski propolis poti¢e od P. nigra, A. poplar, P.euphratica te bi diterpeni i
fenolni gliceridi propolisa mogli biti odgovorni za aktivnost prema E. coli [90].
Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti srpskog propolisa trinaest ekstrakata najvece zone
inhibicije su dobijene protiv bakterija S. aureus (9-12 mm), L. monocytogenes (10-13 mm),
B. subtilis (9-13 mm), dok sojevi E. coli, P. aeruginosa, Serratia marcescens su dali zone
inhibicije od 0 do 2 mm [22].

Slika 46. Disk-difuzioni bioesej za uzorke propolisa 7 i 8 prema bakteriji E. coli.
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4.6.2. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

Disk-difuzioni test je pokazao da se najvece zone inhibicije rasta javljaju kod: B.
subtilis, E. faecalis, S. aureus, L. monocytogenes, A. hydrophila i S. flexneri. Na osnovu
rezultata prikazanih u Tabeli T2, ovi sojevi su odabrani za dalju analizu u cilju
oderedivanja MIC.

Rezultati dobijeni MIC esejom su prikazani u Tabeli 18. Moze se uociti da najmanja
testirana koncentracija ekstrakata propolisa pokazuje minimalnu inhibitornu aktivnost od
0,08 mg/ml na L. monocytogenes i karakteriSe uzorak 26 koji prema HPTLC profilu
pripada oranz tipu. To je i najjaci efekat propolisa zabelezen u ovoj studiji. Nesto slabiju,
ali ujedno veoma jaku aktivnost, pokazali su ekstrakti propolisa koji pripadaju oranz tipu
34, 37 1 38, kao i uzorci 40 i 47 protiv istog patogena. Raspon MIC koncentracija kod
bakterije L. monocytogenes, kre¢e se od 0,08 do 2,18 mg/ml. Medutim, kao Sto se moze
videti iz Tabele 18, uglavnom je na nizim koncentracijama zabelezen MIC, a najmanju
aktivnost su pokazali ekstrakti plavog tipa propolisa (15 i 48) protiv istog patogena.
Ekstrakt propolisa 26 ima visoku vrednost ukupnih fenola i flavonoida, $to moze biti jedan

od razloga njegovog najjaceg efekta protiv gore pomenutog patogena (Tabela 16).

Slika 47. Resazurinska reakcija na bakterijskim sojevima S. aureus sa ekstraktima

propolisa 44, 45, 46, 48 149 i A. hydrophila sa ekstraktima 17, 13, 35, 31.
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Minimalna inhibitorna koncentracija uzorka 43 je pokazala ujedno i najjaci efekat
na bakteriji S. aureus. Ekstrakti propolisa koji su pokazali antimikrobnu aktivnost prema S.
aureus sa koncentracijom od 0,32 do 0,44 mg/ml, uglavnom poticu iz juzne Srbije (Tabela
18), pa mozemo rec¢i da bi uzrok tome mogao biti isto geografsko i botanicko poreklo.
Najmanji zabelezen efekat prema istom patogenu, sa koncentracijom ve¢om od 10 mg/ml,
pokazali su ekstrakti propolisa koji pripadaju plavom tipu 4, 5, 15 i oranz 3, 6, 10, 12, 19,
29,301 32.
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Tabela 18. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) propolisa izraZzene u mg/ml.

Uzorci Aeromonas Shigella Listeria Staphylococcus Bacillus Enterococcus
propolisa hydrophila flexneri monocytogenes aureus subtilis faecalis
MIC MIC MIC MIC MIC MIC
Oranz 2 3,03 6,07 0,38 3,03 1,52 6,07
Orany 3 343 6,86 0,86 13,71 3,43 0,86
Oranz 6 6,63 3,32 0,83 13,27 3,32 1,66
Orany 7 13,37 743 1,86 7,43 14,85 1,86
Orany 8 15,05 7,52 1,88 10,53 3,76 1,88
Oranz 9 12,88 7,16 0,89 7,16 3,58 1,79
Orany 10 725 1,81 0,91 14,50 1,81 091
Oranz 11 14,12 3,53 0,44 7,06 0,44 0,88
Oranz 12 12,35 12,35 1,54 12,35 0,77 6,18
Orany 13 3,76 7,52 0,94 0,47 0,94 0,94
Oranz 14 3,56 3,56 0,89 0,44 0,89 1,78
Orany 16 12,28 3,07 0,77 6,14 0,38 1,53
Orany 17 548 1,37 0,34 5,48 0,34 0,34
Oranz 19 13,73 6,86 0,86 13,73 0,43 343
Orany 20 1,60 6,40 0,80 0,40 0,80 1,60
Oranz 21 3,07 6,14 0,77 0,38 0,38 1,53
Oranz 22 733 14,65 0,92 0,45 0,92 3,66
Orany 24 1,54 3,86 0,97 0,48 0,97 1,93
Oranz 25 1,06 3,54 1,77 0,44 0,44 1,77
Orany 26 1,86 1,01 0,08 0,5 1,01 2,02
Orany 27 8,71 8,71 2,18 1,09 2,18 436
Oranz 28 3,94 3,94 0,49 7,88 1,97 15,77
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Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
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Oranz
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Oranz
Oranz
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Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

Plavi

29
30
31
32
33
34
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37
38
40
41
42
43
44
45
46
47
49
50
51

15
18
23
35
48

5,80
8,04
1,41
4,72
0,88
0,28
3,57
451
748
3,39
0,91
1,16
1,02
0,53
1,04
0,34
3,30
3,39
4,61
16,82
3,86
7,10
14,46
12,93
3,16
6,76
3,29
4,77

2,90
8,04
2,35
4,72
3,50
3,51
7,14
9,03
14,96
8,48
3,03
3,87
5,10
8,85
6,90
8,43
8,25
14,44
10,85
8,41
4,63
7,10
14,46
12,93
6,32
13,53
8,21
10,06

0,36
0,50
0,94
0,29
0,88
0,28
0,44
0,36
0,30
0,42
0,76
0,97
0,64
111
0,86
1,05
0,41
0,23
0,42
1,05
1,93
0,89
1,81
6,46
3,16
0,42
4,11
10,6

11,60
16,08
0,59
9,44
0,43
0,44
0,44
1,13
0,46
0,53
0,38
0,48
0,32
0,55
0,43
0,52
0,51
1,06
0,48
421
3,86
14,20
14,46
12,93
0,79
1,69
4,11
5,30

2,90
8,04
0,59
2,36
0,43
0,44
0,89
2,26
0,94
1,06
0,38
0,97
0,64
221
0,86
1,05
2,06
1,06
0,96
8,41
3,86
7,10
7,23
3,23
1,58
13,53
8,21
10,6

11,60
1,00
2,35
1,18
043
0,44
0,44
2,26
1,87
2,12
1,51
1,94
128
221
1,73
2,11
2,06
2,12
1,92
16,82
3,86
1,78
3,61
12,93
3,16
3,38
8.21
10,6
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Plavi 52 7,16 7,87 1,79 1,07 3,58 3,58
Plavi 53 4,25 14,17 3,54 1,77 3,54 7,09
Plavi 39 5,0 10,00 2,39 1,25 2,50 5,00
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Minimalne inhibitorne koncentracije na B. subtilis variraju u rasponu od 0,43 mg/ml
do 14,83 mg/ml (Tabela 18). Od svih ispitivanih uzoraka, najvec¢i broj njih je dao MIC na
1,23 mg/ml. Ekstrakti propolisa 11, 16, 17, 19, 21, 23, 33, 34 i 41 pokazali su najvecu
antimikrobnu aktivnost pri koncentraciji od 0,38 do 0,44 mg/ml. Ovi ekstrakti pripadaju
oranz tipu propolisa, koji u sebi sadrze velike koli¢ine fenola odgovomih za njihov jak
antimikrobni efekat (Tabela 16).

Minimalne inhibitorne koncentracije prema E. faecalis variraju u rasponu od 0,34
do 16,82 mg/ml. Kao $to se moze videti iz Tabele 18, MIC vrednosti su relativno niske u
poredenju sa istim vrednostima kod S. aureus. Najja¢i antibakterijski efekat prema E.
faecalis pokazali su ekstrakti propolisa oranz tipa 17, 33, 34 i 36 u rasponu koncentracija
od 0,43 do 0,62 mg/ml. Ovi ekstrakti pripadaju oranz tipu propolisa koji ima jako visoki
sadrzaj polifenola, koji su najverovatnije zasluzni za njihov antimikrobni efekat. Ekstrakti
propolisa 15, 48, 31, 28 1 29 imaju najmanji efekat protiv ovog patogena sa MIC ve¢im od
11 mg/ml.

Slika 48. Delovanje propolisa 33 do 38 na rast S. flexneri primenom MIC eseja.
Najsnazniji antibakterijski efekat ispoljio je uzorak 26, sa MIC vrednos¢u od 1,01

mg/ml za S. flexneri i 1,86 mg/ml za A. hydrophila. Ekstrakt 26 je jedan od ckstrakata sa

najveé¢im sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida (Prilog, Tabela T2). Prema Pepeljnjak-u
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uzorci propolisa koji imaju visok procenat galangina imaju nizu vrednost MIC, dok Mercan
prepoznaje krisin kao antimikrobni agens Cije visoke koncentracije inhibiraju Gram-
negativne bakterije [100, 101]. Ekstrakti koji su pokazali najslabiju antimikrobnu aktivnost
su 5115 (Tabela 18). Medu njima uzorak 15 se istice kao ekstrakt koji ima najnizi sadrZaj
flavonoida i polifenola od svih analiziranih uzoraka propolisa (Tabela 16). Prema HPTLC i
UPLC-MS/MS studijama, uzorak 15 je karakteristican i po tome $to ne sadrzi fenole
karakteristicne za topola tip propolisa. Pored ekstrakata 51 15 slabu antimikrobnu aktivnost
ispoljili su i uzorci 8, 12, 19, 23, 38 i 51. Najniza koncentracija propolisa koja predstavlja
MIC protiv A. hydrophila za uzorke 34 i 46 ujedno predstavlja i najnize MIC vrednosti u
ovom istrazivanju (Slika 48). Razlike u osetljivosti na antimikrobne agense koje se
uocCavaju izmedu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija najverovatnije poticu od
razlika u strukturi i hemijskom sastavu bakterijskog zida. Celijski zid Gram-negativnih
bakterija je viSeslojan i prisustvo dvoslojne spoljasnje membrane predstavlja prirodnu
barijeru za prodiranje antibiotika i drugih stranih materija u unutrasnjost ¢elije. Sa druge
strane, Gram-pozitivne bakterije imaju jednoslojan ¢elijski zid i osetljivije su na delovanje
antimikrobnih agenasa [100-103]. Prema drugim autorima spoljasnja membrana samo moze
da uspori ulazak lipofilnih materija u bakterijsku celiju. Za otpornost prema propolisu
odgovorne su pumpe u ¢elijskoj membrani koje sprecavaju ulazak konstituentima propolisa
ili ih aktivno izbacuju iz ¢elije [103].

Poredenjem MIC vrednosti testiranih antibiotika i ekstrakata propolisa, moze se
uociti da pojedini ekstrakti koji pripadaju oranz tipu propolisa pokazuju antimikrobni efekat

kao i testirani antibiotici (Tabele 18 1 19).
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Tabela 19. Minimalne inhibitorne koncentracije antibiotika (mg/ml).

Bakterijski sojevi Ampicilin Streptomicin Rifampicin
Enterobacter cloacae ATCC 49141 0,80 0,20 0,40
Proteus mirabilis ATCC 23933 0,60 0,20 0,40
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13442 - 0,40 0,20
Salmonella enteritidis ATCC 13076 1,00 0,10 0,20
Shigella flexneri ATCC 9199 0,40 0,10 0,10

4.6.3. Bioautografija

Bioautografija je izvedena na Cetiri soja bakterija: B. subtilis, E. faecalis, L.
monocytogenes i S. aureus. U ovoj studiji su odabrani uzorci koji pripadaju oranz tipu
propolisa (16, 17, 26, 33, 34, 36, 37, 42, 45, 46), jer prema predhodnim metodama
pokazuju snazan efekat na gore navedene sojeve bakterija. Na Slici 49 su prikazani
hromatogrami oranz tipa propolisa, nakon uranjanja u bakterijsku suspenziju. Na osnovu
Slike 49 se moze uociti da uzorci 26 i 45 daju vece zone inhibicije, verovatno jer sadrze
vece koli¢ine fenola na hromatogramu. Takode, prema Tabeli 18 se moze videti da ovi
uzorci ispoljavaju snazan antimikrobni efekat na odabrane bakterije. Uzorci 42, 33 i 37
pokazuju slab efekat na L. monocytogenes (Tabela T2). Sa druge strane, poredenjem
fenolnog HPTLC profila i bioautografske analize propolisa utvrdeno je fenoli kao Sto su
krisin, kvercetin, kempferol, p-kumarinska, kofeinska kiselina imaju efekat na gore
navedene sojeve bakterija.

Pod ovim hromatografskim uslovima nekoliko zona ima identi¢nu R vrednost te
antimikrobna aktivnost moze biti rezultat sinergistickog delovanja ispitivanih fenola.
Antibakterijska aktivnost iranskih propolisa se moze pripisati prisustvu flavonoida
(naringenin, pinostrombin, krisin). Ne postoje dostupni podaci za antimikrobnu aktivnost
pinocembrina protiv L. monocytogenes. Prema Vakuero-u, kofeinska kiselina i kvercetin

pokazuju visoku antimikrobnu aktivnost protiv L. Monocitogenes [104].

128



Petar Ristivojevic¢ Doktorska disertacija

Pinobanksin
Naringenin
eninfp-Coumaric acid Luteo

Slika 49. Bioautografska analiza ekstrakta propolisa na bakterijske sojeve sa leva na desno
odozgo na dole a) B. subtilis, b) E. faecalis, ¢) L. monocytogenes, d) S. aureus, ¢) fenolni

profil analiziranog propolisa, f) standardna fenolna jedinjenja.
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4.6.4. Procena antimikrobne aktivnosti primenom HPTLC metode i multivarijantnih
tehnika
4.6.4.1. Predtretman podataka

U ovoj studiji su odabrani uzorci koji pripadaju oranz tipu, kao dominantnijem tipu
propolisa. Takode, poredenjem antimikrobne aktivnosti oranz i plavog tipa propolisa, moze
se uociti da uzorci koji pripadaju oranz tipu propolisa ispoljavaju veci antimikrobni efekat
na ispitivane bakterije.

Prilikom izgradnje modela, korelaciono optimizovana metoda savijanja (COW) i
standardizovano normiranje promenljivih (Standard normal variate, SNV) je primenjeno
pre konstrukcije multivarijantnog modela. Uzorak 10 je izabran kao referentni za

optimizovanu metodu savijanja.

4.6.4.2. Analiza glavnih komponenata primenjena na antimikrobnu aktivnost

PCA primenjena na matricu od 42 uzorka i 6 varijabli (p(1/MIC)) koriste¢i matriks
kovarijanse sa autoskaliranjem rezultuje dvokomponentnim modelom koji opisuje 62,09%
varijanse. Vrednosti medusobnog odnosa komponenata PC1 i PC2, odnosno njihove
uzajamne projekcije, su prikazane na Slici 50. Prve dve komponente opisuju 41,11% i
20,98% od ukupnog varijabiliteta, redom. Idu¢i duz PC1 od negativnih ka pozitivnim
vrednostima, moze se uociti razdvajanje propolisa na plavi i oranz, dok se duz PC2 mogu
uociti dve podgrupe propolisa oranz tipa. S. aureus se pozitivno korelise sa PC2 i duz ove
komponente su oranz propolisi razdvojeni u dve podgrupe. Prema grafiku latentnih varijabli
moze se uoCiti da A. hydrophila, B. subtilis uticu na PC1 pozitivno se korelisuéi, dok S.
flexneri ima negativan uticaj na PCl. Sa druge strane, E. faecalis, S. flexner i, L.

monocytogenes pokazuju negativan uticaj na PC2.
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Slika 50. PCA grupisanje propolisa prema antimikrobnoj aktivnosti.

4.6.4.3. Toplotna mapa

Minimalna inhibitorna aktivnost oranz tipa propolisa je prikazana konstruisanjem
toplotne mape (Slika 51) u vidu matriksa koji graficki prikazuje klasifikaciju ispitivanih
uzoraka i antimikrobne aktivnosti, istovremeno. Crvene i zelene nijanse boja pojedinih
¢elija matriksa prikazuju vrednosti MIC ispitivanih uzoraka pri ¢emu zelene Celije pokazuju
uzorke sa manjim MIC vrednostima, a crvene sa vec¢im. Dobijena toplotna mapa potvrduje
prisustvo dva podtipa oranz propolisa. Uzorci koji grade klaster sa desne strane toplotne
mape pokazuje nizu antimikrobnu aktivnost prema A. hydrophilia i S. aureus. Skoro svi
ispitivani uzorci imaju snazan uticaj na L. monocytogenes. Moze se uociti da uzorci 26 i 31
pokazuju najveci uticaj na sve ispitivane bakterije. Uzorci 5 1 48, koji pripadaju plavom tipu
propolisa, pokazuju slabu aktivnost na sve ispitivane sojeve bakterija. Dalje, uzorci 1, 35 i
53 pokazuju slabu aktivnost na ispitivane bakterije. Skoro svi uzorci propolisa pokazuju
nizu antimikrobnu aktivnost prema S. flexneri, $to je u saglasnosti sa rezultatima iz Tabele
18. Uzorci koji grade podklaster sa desne strane (14, 24, 25, 33, 34, 41, 43) pokazuju
snazan efekat na ispitivane bakterije, izuzev na S. flexneri. Ovi uzorci pripadaju plavom

tipu propolisa.
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Aeromonas hydrophila

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Bacillus subtilis

Enterococcus faecalis

Shigella flexneri

€10 33230 48 9 1116 1219 5 28 295115723 35 482238495326311433342541244243444640473750133621204518 2 1 172762 39

Slika 51. Toplotna mapa zasnovana na antimikrobnoj aktivnosti (zelene ¢elije-uzorke sa

manjim MIC vrednostima, crvene ¢elikje-uzorke sa ve¢im MIC vrednostima).

4. 6. 5. Veza izmedu antimikrobne aktivnosti i HTPLC rezultata

4.6.5.1. Analiza glavnih komponenata

PCA je primenjena u cilju izdvajanja varijabli koje odgovaraju fenolima sa
potencijalno izraZzenim antimikrobnim svojstvima. Uprkos tome da PCA ne daje
informacije o doprinosu pojedinih jedinjenja (koje odgovaraju varijablama) na
antimikrobno svojstvo, grafik latentnih varijabli prepoznaje fenolna jedinjenja koja bi
potencijalno doprinela antimikrobnoj aktivnosti (Slika 52).

Fenoli koji potencijalno ispoljavaju antimikrobno svojstvo su kofeinska kiselina (R
= 0,37), kvercetin (Rg = 0,41), apigenin/p-kumarinska kiselina, luteolin (Rg = 0,47),
kaempferol/naringenin (Rg= 0,51), pinobanksin (Rg = 0,61) i nepoznato jedinjenje na Rp=
0,71. Na osnovu Slike 52 se moze zakljuciti da kvercetin, apigenin/p-kumarinska kiselina,
luteolin pozitivno uticu na PCl1, Sto se i moglo ocekivati s obzirom da kvercetin i luteolin
daju crvene zone. Apigenin/kumarinska kiselina daju intenzivne zone plave boje. Krisin
takode daje crvenu zonu i mogao bi imati istu Rr vrednost kao luteolin. Skoro sve
identifikovane zone (kofeinsku kiselinu, kvercetin, apigenin/p-kumarinska kiselina,

luteolin, kempferol/naringenin, pinobanksin) pokazuju uticaj na PC1.
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Slika 52. Identifikovana fenolna jedinjenja na oranz propolisu prema HPTLC.

4.6.5.2. Metoda delimicnih najmanjih kvadrata

PLS metoda je primenjena u cilju nalazenja veze izmedu HPTLC fenolnog profila i
antimikrobne aktivnosti ispitivanih uzoraka propolisa. Na osnovu vrednosti regresionih
koeficienata PLS modela, moguce je potencijalno identifikovati jedinjenja koja poseduju
antimikrobnu aktivnost, $to odgovara negativnim regresionim pikovima.

Sa druge strane, model nije namenjen za predvidanje antimikrobne aktivnosti
nepoznatih uzoraka, te iz tih razloga set nije podeljen na kalibracioni i test set. Varijable sa

VIP grafika varijabli koje imaju vrednost vecu od 1 su relevantne za objasnjavanje
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antimikrobne aktivnosti, dok one sa VIP vrednostima manjim od 0,3 imaju zanemarljiv
doprinos ili ne uticu na antimikrobnu aktivnost. Parametri PLS modela na Sest bakterijskih
sojeva su prikazani u Tabeli 16. VIP varijable dobijenih modela su prikazane u Prilogu, na
slici 211 3.

Negativni regresioni koeficijenti PLS modela na A. hidrophila odgovaraju
kofeinskoj kiselini, apigeninu/p-kumarinskoj kiselini, luteolinu/krisinu, pinobanksinu i
jedinjenju sa Rr = 0,71. Na osnovu modela dobijenog za plavi kanal varijable sa najve¢im
doprinosom antimikrobnoj aktivnosti su kvercetin i pinobanksin. Zeleni kanal pokazuje
veci uticaj kofeinske kiseline, kvercetina i pinobanksina. Kvercetin je prepoznat kao
antimikrobni agens protiv A. hidrophila. Takode, kofeinska kiselina ispoljava antimikrobna
svojstva protiv A. hidrophila [105]. Antimikrobna aktivnost iranskog propolisa se moze
pripisati prisustvu velikih koli¢ina flavonoida (naringenin, pinostrombin, krisin) [106].
(Slika 53).

Prema VIP grafiku varijabli, jedinjenja kao Sto su kofeinska kiselina, apigenin/p-
kumarinska kiselina i pinobanksin imaju uticaj na S. flekineri bakteriju. Pozitivni regresioni
koeficienti odgovaraju kvercetinu, §to ukazuje na njegov antagonistic¢ki efekat. Ovi rezultati
potvrduju i ispitivanja prema kojima kvercetin i njegovi estri ne ispoljavaju aktivnosti
prema S. Flexneri ispod koncentracije od 100 mg/ml [103]. Jedinjenja kao $to su kofeinska
kiselina 1 pinobanksin, apigenin/p-kumarinska kiselina odgovaraju vrednostima koje imaju
negativne regresione koeficijente sa vrednostima. Sli¢ni rezultati su dobijeni za plavi i

zeleni kanal. Parametri PLS modela su prikazani u Tabeli 19.
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Slika 53. Regresioni koeficijenti PLS modela za Aeromonas hydrophilia, Baccilus

supptilus i Listeria monocytogenys.

Jedinjenja sa Rg vrednos¢u od 0,33 i pinobanksin pokazuju negativne doprinose na

antimikrobne aktivnosti za zeleni kanal, dok kofeinska kiselina i apigenin /p-kumarinska

kiselina za plavi kanal. Taguri i saradnici ispitivali antimikrobnu aktivnost preci§¢enih

fenola protiv 26 vrsta bakterija kao i uticaj kofeinske kiseline na S. flexneri. Dobijeni

rezultati ukazuju na antimikrobnu aktivnost kofeinske kiseline prema S. flexneri [107].

(Slika 54).

Kofeinska kiselina, pinobanksin i jedinjenje sa Rg =

0.43 znacajano doprinose

antimikrobnoj aktivnosti L. monocitogenes. PLS model za plavi kanal pokazuje zna¢ajan
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uticaj pinobanksina i kvercetina prema L. monocitogenes. Prema zelenom i plavom kanalu,
kofeinska kiselina ima neznatan uticaj na antimikrobnu aktivnost. Prema PLS modelu za
zeleni kanal jedinjenja sa R vrednostima koja odgovaraju kofeinskoj kiselini, kvercetinu,
pinobanskinu pokazuju uticaj na p(1/MIC) (Slika 53). Prema Rodriguez Vakuero i
saradnicima kofeinska kiselina i kvercetin pokazuju antimikrobnu aktivnost prema L.
monocitogenes [104]. Parametri PLS modela su prikazani u Tabeli 19.

Prema VIP grafiku varijabli fenolna jedinjenja kao Sto su kofeinska kiselina, kvercetin,
apigenin/p-kumarinska kiselina, pinobanksin pokazuju znacajan uticaj na antimikrobnu
aktivnost S. aureus (Prilog, Slika 3). Fenolna jedinjenja kao Sto su kofeinska kiselina i
krisin, imaju veéi doprinos protiv S. aureus za model dobijen prema crvenom kanalu.
Kvercetin i jedinjenje sa Rg = 0,48 pokazuju manji uticaj na aktivnost. Prema zelenom
kanalu kofeinska kiselina, apigenin/p-kumarinska kiselina, kempferol/naringenin, iskazuju
pozitivan uticaj na aktivnost. Prema plavom kanalu, kempferol/naringenin, a nepoznato
jedinjenje 1 pokazuje pozitivan doprinos protiv bakterija. (Slika 54). Toit procenjuje
antimikrobno dejstvo izabranih flavonoida prisutnih u propolisu, pojedina¢no ili sa CAPE.
Kvercetin znacajno inhibira rast S. aureus, dok je u kombinaciji sa CAPE antimikrobno

dejstvo smanjeno, sugeriSuci antagonizam [108].
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Slika 54. Regresioni koeficienti PLS modela za ispitivane bakterije.

Prema PLS modelu u sluc¢aju B. subtilis jedinjenja sa izraZzenim antimikrobnom
aktivnos¢u su krisin i jedinjenja sa RF = 0,33 1 0,61 za zeleni i plavi kanal (Slika 53).
Fenolna jedinjenja za plavi i zeleni kanal su pinobanksin i kempferol/naringenin koji
pokazuju negativan doprinos na p(1/MIC). Kofeinska kiselina, apigenin/p-kumarinska
kiselina imaju uticaj na antimikrobnu aktivnosti prema modelu za crveni kanal, dok
apigenin/p-kumarinska kiselina. Prema PLS modelu za E. feacalis nekoliko fenola kao §to
su kofeinska kiselina, pinostrombin, apigenin/p-kumarinska kiselina pokazuju negativne

vrednosti koeficienata. Pozitivni koeficijent na E. feacalis prema crvenom kanalu ima
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kvercetin. Zeleni i plavi kanal pokazuju uticaj kofeinske kiseline, apigenin/p-kumarinske

kiselina, galangina, dok kvercetin i jedinjenje i sa Rg vrednosti 0.33 se pozitivno koreliSu sa

aktivno$éu (Slika 54). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa Puupponen-PimiaE, jer

kvercetin ne inhibira rast E. feacalis [109]. PLS modeli dobijeni prema HPTLC fenolnom

profilu za Sest sojeva bakterija. Parametri PLS modela su prikazani u Tabeli 19.

Tabela 19. PLS parametri modela na ispitivane bakterije za sva tri kanala.

Bakterija

Kanal

RMSEC RMSECV Latentne varijable

Aeromonas hydrophila

Shigella flexneri

Listeria monocytogenes

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Enterococcus faecalis

Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal
Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal
Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal
Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal
Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal
Crveni kanal
Plavi kanal
Zeleni kanal

0,34 0,42 3
0,42 0,45 1
0,34 041 3
0,22 0,30 3
0,14 0,25 6
0,25 0,27 2
0,23 0,29 2
0,24 0,26 2
0,24 0,27 3
0,37 0,64 2
0,31 0,37 3
0,34 0,64 2
0,33 0,39 2
0,37 0,40 1
0,35 0,39 2
0,35 0,40 2
0,36 0,39 1
0,35 0,39 1
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije ispitivana su hemijska, antioksidativna i antimikrobna
svojstva srpskog propolisa primenom razliCitih hromatografskih, spektroskopskih,
elektrohemijskih i multivarijantnih hemometrijskih metoda.

Do sada se smatralo da Evropski propolis pripada propolisu topola tipa, koji je
jedinstven za podrucje Severne Amerike, Azije, Evrope i Novog Zelanda. Na osnovu
vizuelnog posmatranja dobijenih HPTLC hromatograma srpskog propolisa mogu se uociti
dva botanicki razliita tipa propolisa. Uzorci koji sadrze oranz, zute i zelene zone
klasifikovani su kao uzorci oranz tipa, dok su uzorci koji sadrze plave i zelene zone
klasifikovani kao uzorci plavog tipa propolisa. Poredenjem stpskog sa propolisima iz
regiona i nemackim propolisom uocena je sli¢nost koja ukazuje na isto botanicko poreklo.
U okviru ove disertacije razvijen je postupak za pripremu slike pre primenu multivarijantne
analize na istu. Multivarijantne klasifikacione metode primenjene na slike HPTLC
hromatograma srpskog, hrvatskog, slovenackog i nemackog propolisa potvrduju rezultate
dobijene vizuelnim ispitivanjem. Uoceno je da uzorci koji su klasifikovani kao oranz tip
sadrze kofeinsku kiselinu, krisin, kempferol, kvercetin u vecoj koli¢ini u odnosu na uzorke
koji pripadaju plavom tipu propolisa. Jedinjenja koja prema HPTLC profilu daju plave zone
karakteristicne za plavi tip srpskog propolisa su naringenin, galangin, pinocembrin i
fenolne kiseline. Sedamdeset pet fenolnih jedinjenja je identifikovano u oba tipa srpskog
propolisa primenom ultraefikasne te¢ne hromatografije kuplovane sa linearnim jon trap-
Orbitrap hibridnim masenim analizatorom. Prema naSim saznanjima, osam fenolnih
jedinjenja (Sest fenolnih glicerida, jedan glikozid i jedan flavanonol) je identifikovano prvi
put u propolisu. lako se do skora smatralo da pcele prilikom proizvodnje propolisa
hidrolizuju glikozide, u srpskom propolisu su identifikovana cetiri glikozida, od toga
apigentrin prvi put. Uzorci klasifikovani kao oranz tip propolisa sadrze vece koli¢ine deset
fenola koji su kvantifikovani, izuzev narangina koji je kvantifikovan u plavom tipu
propolisa. Fenoli kao $to su galangin (4,48 — 41,20 mg/g u oranz tipu, 0,17-14,30 mg/g u
plavom tipu propolisa), krisin (1,39-16,84 mg/g u oranz tipu propolisa, LOD-6,99 mg/g u
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plavom tipu propolisa), pinocembrin (0,81-8,91 mg/g u oranz tipu propolisa, LOD-3,49
mg/g u plavom tipu propolisa) karakteristi¢ni za topola tip propolisa su prisutni u znatno
vecoj koli¢ini u oranz tipu propolisa. Analiza glavnih komponenata primenjena na
kvantifikovane koli¢ine deset fenolnih jedinjenja verifikuje prisustvo dva tipa propolisa.
Ispitivanjem nemackog propolisa moze se uocCiti sli€nost sa srpskim i postojanje dva
podtipa propolisa. Multivarijantne metode potvrduju prisustvo dva tipa nemackog propolisa
primenjene na masene signale dobijene direktnom analizom u realnom vremenu.

Vizuelnim ispitivanjem UV/VIS spektara i cikli¢ih voltamograma srpskog propolisa
uocena je razlika izmedu uzoraka oranz i plavog tipa propolisa. Multivarijantna analiza
primenjena na UV/VIS spektre i ciklicne voltamograme takode potvrduje prisustvo dva tipa
propolisa. Poredenjem sadrzaja ukupnih fenola, odnosno flavonoida oba tipa propolisa
ustanovljeno je da je oranz tip propolisa ima veci sadrzaj fenolnih jedinjenja od plavog tipa
propolisa. U prilog ovome govori i veéi antioksidativni kapacitet oranz propolisa u
poredenju sa plavim. Korelacijom antioksidativne aktivnosti i ukupnih fenola potvrden je
doprinos fenolnih jedinjenja antioksidativnoj aktivnosti propolisa.

Intenzitet struje kao parametar koji se moze dovesti u vezu sa sadrzajem fenolnih
jedinjenja kod uzoraka koji su klasifikovani kao plavi tip propolisa pokazuje znacajno nizi
opseg od uzoraka klasifikovanih kao oranz tip propolisa. Na osnovu ovih rezultata se moze
zakljuciti da oranz tip propolisa ima veéi sadrzaj fenolnih jedinjenja. Na osnovu vrednosti
elektrodnog potencijala plavog i oranz propolisa, namece se zakljucak da se uzorci koji
pripadaju oranz tipu propolisa lakSe oksiduju tj. pokazuju ve¢i antioksidativni kapacitet.
Povrsina Q79 plavog propolisa je manja od povrsine oranz propolisa, §to ukazuje na vecu
antioksidativnu mo¢ oranz propolisa.

Na osnovu koli¢ine esencijalnih i1 toksicnih elemenata, srpski propolis se moze
podeliti u tri grupe. Metali kao S§to su Al, Ca, Fe, K, Mg, Zn i metaloid Si su prisutni u
koncentraciji vecoj od 150 mg/kg. Sadrzaj metala Ba, Cu, Na, Pb, Sr i metaloid B varira od
2,07 do 41,38 mg/kg. Metali kao $to su Cd, Cr, Co, Mo, Ni, V i metaloid As su prisutni u
jako maloj koncentraciji ili u tragovima. Ziva nije detektovana u ispitivanim uzorcima.

Srednja vrednost sadrzaja Pb i Cd u ispitivanim uzorcima srpskog propolisa iznosi 7,84
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mg/kg 1 0,18 mg/kg, respektivno, §to je, prema kriterijumima Svetske zdravstvene
organizacije, bezbedno za humanu upotrebu.

Ispitivanje antimikrobnog dejstva odabranih uzaraka srpskog propolisa je pokazalo
da su bakterije sojeva B. subtilis, E. faecalis, S. Aureus, L. monocytogenes, A. hydrophila i
ispitivanju antimikrobne aktivnosti ekstrakata propolisa koris¢enjem MIC eseja. Na osnovu
dobijenih rezultata se moze predloziti primena propolisa kao prirodnog antibiotika protiv
gore navedenih patogena hrane. U okviru ove teze je dokazano da je antimikrobni efekat
ispitivanog srpskog propolisa izrazeniji prema Gram-pozitivnim nego prema Gram-
negativnim bakterijama. Poredenjem fenolnog HPTLC profila i bioautografske analize
propolisa utvrdeno je da su fenoli krizin, kvercetin, kaempferol, p-kumarinska i kafeinska
kiselina odgovomi za antimikrobni efekat ekstrakata propolisa na prethodno navedene
sojeve bakterija.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da srpski propolis pripada
evropskom propolisu. Takode, moze se zakljuciti da postoje dva podtipa Evropskog
propolisa topola tipa, $to je u suprotnosti sa dosadasnjim misljenjem da nema znacajne

razlike izmedu uzoraka Evropskog propolisa.
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7. PRILOG

Slika 1. Fenolna jedinjenja (galna kiselina, p-kumarinska kiselina, kofeinska kiselina,

apigenin, luteolin, naringenin, kvercetin, kempferol, pinostrobin, pinobaksin)
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Tabela T1. Spisak uzoraka propolisa sa lokacijom, sadrzajem voska i klasifikacijom prema HPTLC studiji

Broj uzoraka Lokacija Lokacija Masa ispitivanog Nerastvorni Klasifikacija prema
uzorka (g) ostataku g HPTLC metodi

1 Zapadni region — Srbija Zlatibor 1.01 0.62 Oranz
2 Isto¢ni region — Srbija Petrovacna Mlavi 1.17 0.46 Plavi
3 Centralni region — Srbija Kragujevac 1.05 0.33 Oranz
4 Zapadni region — Srbija Koceljeva 1 0.29 Plavi
3 Zapadni region — Srbija Koceljeva 1.01 0.28 Plavi
6 JuZni region — Srbija Leskovac 1.01 0.34 Oranz
7 Isto¢ni region — Srbija Homolje 1.01 0.26 Oranz
8 Isto¢ni region — Srbija Kamenovo 1.01 0.25 Oranz
9 Vojvodina — Stbija Vrsacki Ritovi 1.02 0.29 Oranz
10 Centralni region — Srbija Mali Jastrebac 1.09 0.3 Oranz
11 Vojvodina — Srbija Sombor 1.02 0.3 Oranz
12 Isto¢ni region — Srbija Banat 1.02 0.39 Oranz
13 Zapadni region — Srbija Cer 1.01 0.25 Oranz
14 Beogradski region — Srbija Beogradski 1.18 0.34 Oranz
13 Vojvodina — Srbija Odzaci 0.99 0.35 Plavi
16 Vojvodina — Srbija Subotica 1.01 0.39 Oranz
17 Vojvodina — Srbija Subotica 1.04 0.47 Oranz
18 Vojvodina — Srbija Kelebija 0.95 0.35 Plavi
19 Vojvodina — Srbija Fruska Gora 1.02 0.32 Oranz
20 Zapadni region — Srbija Lajkovac 1 0.36 Oranz
21 Centralni region — Srbija Arandjelovac 1.01 0.39 Oranz
22 JuZni region — Srbija Surdulica 1.01 0.27 Oranz
23 Juzni region — Srbija Surdulica 1.02 0.33 Plavi
24 JuZni region — Srbija Vladi¢in Han 1.01 0.23 Oranz
23 Juzni region — Srbija Vladi¢in Han 1.03 0.3 Oranz
26 JuZni region — Srbija Vladi¢in Han 0.99 0.19 Oranz
27 JuZni region — Srbija Vladi¢in Han 1.01 0.13 Oranz
28 Vojvodina — Srbija Backa Topola 1.04 0.22 Oranz
29 Vojvodina — Srbija Begec 1 042 Oranz
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
43
46
47
48
49
30
31
52
53

Vojvodina — Stbija
Vojvodina — Stbija
Vojvodina — Stbija

Juzni region — Srbija

Juzni region — Srbija
Hrvatska

Centralni region — Srbija
Zapadni region — Srbija
Vojvodina — Stbija
Beogradski region — Srbija
Isto¢ni region — Srbija

Juzni region — Srbija
Centralni region — Srbija
Centralni region — Srbija
Kosovo and Metohija — Srbija
Kosovo and Metohija — Srbija
Kosovo and Metohija — Srbija
Kosovo and Metohija — Srbija
Isto¢ni region — Srbija
Zapadni region — Srbija
Centralni region — Srbija
Zapadni region — Srbija
Zapadni region — Srbija
Centralni region — Srbija

Fruska Gora
Karlovci
Banstol
Vugje
Kopasnica
Subotica
Kraljevo
Valjevo
Varvarin
Grocka
Runjkovac
Vugje

Brus

Brus

Sar planina
Sar planina
Sar pplanina
Sar planina
Kraljevo
Valjevo
Krusevac
Valjevo
Valjevo
Kragujevac

1.02
0.98
1.08
1.07
1.04
1.12
1.05
1.03
1.39
1.09
1.05
1.04
1.02

1.04

1.08
1.03
1.07
1.02
1.03
1.01
1.04
0.66

0.2
0.52
0.57
0.32
0.31
0.2
0.3
0.1
0.35
Without wax
0.16
041
0.23
0.49
0.12
0.31
0.17
0.18
0.17
0.29
0.3
0.35
0.34
0.2

Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Plavi

Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Oranz
Plavi

Oranz
Oranz
Oranz
Plavi

Plavi
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Tabela T2. Rezultati testa za odredivanje osetljivosti testiranih uzoraka dobijena disk difuzionom metodom.

Listeria Micrococcus  Staphylococcus Bacillus Enterococcus  Streptococcus

mg/ml  monocytogenes luteus aureus subtilis faecalis equisimilis

ATCC19111 ATCC7468 ATCC23023 ATCC6633 ATCC29212 ATCC12394
P1 79,22 ++ ++ + +++ 4+ ++
39,61 ++ ++ + +++ -+ ++
19,80 + + - ++ ++ ++
9,90 + - - ++ + +
493 + - - ++ + +
247 + - - + - -
124 - - - - - -
0,62 - - - - - -
P2 133,36 4+ ++ ++ - - ++
77,68 ++ ++ ++ - - ++
38,84 ++ ++ + +++ ++ ++
19,42 + + + 4+ + ++
9,71 + - + ++ + +
483 + - + + + +
243 + - - - i n
121 + - - - - -
P3 147,14 + + ++ + +++ +
73.37 + + ++ + ++ +
36,78 + + ++ + ++ +
18,39 + + ++ - ++ +
9,20 + + + - ++ +
4.40 + + + - + -
2,30 + - - - + -
1,15 + - - - - -
P4 142,00 + + ++ ++ + +
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71,00 + + ++ ++ + +
33,30 + + ++ ++ + +
17,73 + + ++ ++ + +
8,87 + + + + - -
4,44 + + - + - -
222 + - - + - -
1,11 + - - - - -
PS5 146,36 + + + 4+ + +
73,28 + + + +++ + +
36,64 + + + ++ + +
18,32 + + + - - +
9,16 + + + - - -
438 + - - - - -
2,29 + - - - - -
1,14 + - - - - -
P6 134,68 ++ +++ ++ ++ ++ ++
67,34 ++ +++ ++ ++ + ++
33,67 ++ +++ ++ ++ + ++
16,83 + ++ + + + +
8,42 + - + - - +
421 + - - - - -
2,10 + - - - - -
1,03 + - - - - -
P7 13032 +++ +++ +++ 4+ ++ ++
73,26 +++ +++ ++ ++ ++ ++
37,63 ++ ++ ++ ++ ++ ++
18,81 ++ ++ ++ ++ ++ +
941 - - - - - +
4,70 - - - - - -
233 - - - - - -
1,17 - - - - - -
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P8 132,30 +++ ++ -+ +++ ++ 4+
76,23 +++ ++ ++ +++ ++ ++
38,12 +++ + ++ ++ ++ ++
19,06 ++ + ++ ++ ++ ++
9,33 + - - - . n
4,76 - - - - . }
2,38 - - - - - -
1,19 - - - - . .
P9 147,14 +++ +++ +++ +++ ++ -+
73,37 +++ +++ ++ +++ ++ +++
36,78 ++ ++ + ++ ++ ++
18,39 ++ - - ++ ++ +
9,20 + - - - + I
4,40 - - - - - -
2,30 - - - - . }
1,15 - - - - . .
P10 162,96 +++ - +++ +++ ++ -+
81,48 +++ - + +++ ++ ++
40,74 +++ - - +++ ++ ++
20,37 ++ - - ++ ++ +
10,18 ++ - - + + n
3,09 + - - - . ;
235 - - - - - }
1,27 - - - - . )
P11 143,18 +++ - +++ ++ 4+ +H+
72,39 ++ - ++ +++ ++ ++
36,29 ++ - + ++ ++ ++
18,15 ++ - - T+ + )
9,07 + - - + n )
434 + - - + - -
2,27 - - - -
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1,13 - - - - -
P12 127,32 ++ ++ ++ ++ +
63,76 ++ + ++ ++ +
31,88 ++ - 4+ n )
13,94 + - ++ } )
797 - - + ) )
398 - - - ) )
1,99 - - - a )
1,00 - - - a )
P15 127,30 +++ ++ 4+ + o+
63,63 ++ + -+ - +
31,82 + - ++ ) "
13,91 - - + - -
7,94 - - + ) )
398 - - - ) )
1,99 - - - a )
0,99 - - - ) )
P16 124,78 +++ +++ 4+ ++ +
62,39 4+ ++ +++ ++ +
31,19 +++ + +++ + +
13,40 ++ - 4+ n )
7,80 + - ++ 3 )
3,90 - - + ) )
1,95 - - - ) )
097 - - - ) )
P17 117,62 +++ +++ 4+ ++ +
38,81 +++ ++ +++ ++ +
29,40 ++ + -+ ++ +
14,70 + - ++ n )
733 + - ++ + _
3,67 + - + n )
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1,84 - - - - -
0,92 - - - - -
P19 141,26 +++ A+ -+ ++ +
70,63 +4++ + +++ ++ +
3331 ++ - +4 + +
17,64 + - +++ - -
8,83 + - ++ - -
441 - - + - -
221 - - - - -
1,10 - - - - -
P28 163,70 +++ +++ 4+ + -
82,83 +4++ ++ +++ + -
41,42 ++ - +++ - -
20,71 ++ - ++ - -
10,34 ++ - - - -
3,18 + - - - -
2,39 - - - - -
1,29 - - - - -
P29 116,00 +++ ++ +++ + -
38,00 +4++ + +++ + -
29,00 ++ - ++ - -
14,30 + - + - -
723 + - - - -
3,62 + - - - -
1,81 - - - - -
091 - - - - -
P30 164,78 +++ +++ 4+ ++ -
82,39 +4++ ++ ++ ++ -
41,19 +4++ + + ++ -
20,40 ++ - - + -
10,30 =+ - - + -
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3,15 + - - - - -
237 - - - - - -
129 - - - - - -
P52 110,44 +++ - ++ 4+ ++ -
33,22 +++ - + +++ ++ -
27,61 ++ - + ++ ++ -
111,44 + - - + - -
33,72 + - - - + -
27,86 + - - - - -
112,44 - - - - - -
36,22 - - - - - -
P51 132,70 +++ - +++ -+ + -
66,33 +++ - +++ ++ - -
33,17 ++ - ++ + - -
16,39 ++ - - - - -
8,29 ++ - - - - -
4,15 - - - - - -
2,07 - - - - - -
1,04 - - - - - -
0,32
Aeromonas Enterobacter Escherichia Proteus Pseudomonas Salmonella Shigella
hydrophila cloacae coli mirabilis aeruginosa enteritidis flexneri
ATCC 49140 ATCC 49141 ATCC 23922 ATCC 23933 ATCC 13442 ATCC 13076 ATCC 9199
P1 79,22 ++ + - + + ++ ++
39,61 ++ + - + + ++ ++
19,80 ++ + - + + ++ ++
9,90 ++ + - + + + ++
493 ++ + - + - + +
247 + + - - - - -
124 - - - - - - -
0,62 - + - - - - -
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P2

P3

P4

P5

133,36
77,68
38,84
19,42
9,71
4,83
243
121
147,14
7337
36,78
18,39
9,20
4,40
2,30
1,15
142,00
71,00
33,30
17,73
8,87
4,44
222
1,11
146,36
73,28
36,64
18,32
9,16
438
2,29

++
++
++
++

+ + 4+ + + +

+ + + + A+ A+

+ 4+ + + +

+ + + +

++
++

++
++
++
++
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1,14 - - - - - - -
P6 134,68 +++ + - + + + +
67,34 +++ + - + + + +
33,67 +++ + - + + + +
16,83 +++ + - - + + +
8,42 ++ + - - + + +
421 - + - - + - +
2,10 - - - - + - -
1,03 - - - - - - -
P7 130,32 ++ - + - - + T+
73,26 ++ - ++ - - + ++
37,63 ++ - + - - + ++
18,81 ++ - + - - + ++
941 - - - - - - +
4,70 - - - - - - -
233 - - - - - - -
1,17 - - - - - - -
P8 132,30 ++ - + - - + ++
76,23 ++ - ++ - - + ++
38,12 ++ - + - - + ++
19,06 + - + - - + ++
9,33 - - - - - - +
4,76 - - - - - - -
2,38 - - - - - - -
1,19 - - - - - - -
P9 147,14 ++ - - - - - ++
73,37 ++ - - - - - ++
36,78 ++ - - - . _ n
18,39 =+ - - - - - +
9,20 + - - - - - n
4,40 - - - - - - -
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P10

P11

P12

P15

2,30
1,15
162,96
81,48
40,74
20,37
10,18
3,09
2,35
127
143,18
72,39
36,29
18,15
9,07
434
227
1,13
127,32
63,76
31,88
13,94
797
3,98
1,99
1,00
127,30
63,63
31,82
1391
7.94

++
+++
+++
+++

++
++
++
++

+ + + +
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P16

P17

P19

P28

3,98
1,99
0,99
124,78
62,39
31,19
13,40
7.80
3,90
1,95
0,97
117,62
38,81
29,40
14,70
733
3,67
1,84
0,92
141,26
70,63
3331
17,64
8.83
441
221
1,10
163,70
82,83
41,42
20,71

+ + + + o+ o+

+++

+++

-
++
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P29

P30

P52

P51

10,34
3,18
2,39
1,29
116,00
38,00
29,00
14,30
7.23
3,62
1,81
0,91
164,78
82,39
41,19
20,40
10,30
3,15
2,37
1,29
110,44
33,22
27,61
111,44
33,72
27,86
112,44
36,22
132,70
66,33
33,17

+ + +

+++

+++

+++
++

166



Petar Ristivojevi¢ Doktorska disertacija

16,39
8,29 - - - - - -
4,15 - - - - - -
2,07 - - - - - - -
1,04 - - - - - - -

_|_
1
1
1
1
1
+ + +
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Slika 2. VIP varijable dobijene na osnovu PLS modela za bakterije Aeromonas hydrophilia,

Shigella flexneri i Listeria monocytogenys.
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Slika 3. VIP varijable dobijene na osnovu PLS modela za bakterije Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis i Bacillus subtilis.
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6poj nHaekca __ax15/2009

UsjaBrbyjem
Aa je JoKTOpCcKa AncepTaumja nog HacrnoBoMm

OpnpehuBame xemujckor cactaBa, aHTUOKCUAATUBHUX U aHTUMUKPOBHMUX
CBOjcTaBa npornosnmca Tonona Tuna us pasnuyunTux permoHa Cpbuje

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTpaXuBadKor paaa,

e [a npeanioxeHa auceprauvja y LENVHU HU y AenoBuma Huje una npeanoxeHa
3a pobujawe 6Guno koje AvnnomMe npema CTYAMCKUM Mporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOSICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBeaeHN U

e [a HMCaM Kpluno/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuHy
ApYrux nuua.
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U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
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Wme n npesume aytopa ___ letap M.Puctusojesuh

Bpoj nHpekca Ax15/2009

Cryawmjcku nporpam AOKTOP XEMUjCKMUX HayKa

Hacnos paga _ OpgpefuBane xemujckor cactaBa, aHTUOKCUAATUBHUX U
aHTUMMKPOBHMX CBOjcTaBa npononuca Tornosna Tuna U3 pasnuMunTMX permoHa
Cpbuje

MeHTop____ap OywaHka Munojkosuh OnceHuua

MoTtnucanum Metap M. Puctusojesuh

WsjaBrbyjem na je wramnaHa Bepsvja Mor [OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
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HossorbaBam Aa ce objaBe Moju NMYHU nojauu Be3aHu 3a Aobujarbe akagemcKor
3Batba [JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npesnme, rognHa u mecto pofewa 1 gatym
oabpaHe paga.

OBM nuyHM nopgaum Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHWM CcTpaHuLama AurutanHe
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penosutopujym YHueepsuteta y beorpasy yHece Mojy JOKTOpCKy AucepTauujy nop,
HacnoBoM:

OppehuBate xemumjckor cactaBa, aHTUOKCUAATUBHUX U aHTUMUKPOGHUX
CBOjCTaBa npornosvca Tonona Tuna us pasnuunTux pernorHa Cpbuje
Koja je Moje ayTopCcKo aeno.
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nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AennTy Nog UCTUM yCroBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTopCTBO — AenuTu Noj UCTUM YyCrnoBuma

(MonumMo aa 3aoKpyXuTe camo jedHy Of LIeCT NMOHYReHUX nuueHuW, KpaTak onvc
nuueHum aat je Ha nonefuHu nucra).
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1. AytopcTBo - [lo3Borbasare yMHOXaBawe, AuCTpubyuunjy U jaBHO caoriuTaBawe
Aena, v npepaje, ako ce Hase[e MMme ayTtopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe aytopa
unu AasBaoua nuueHue, Yak un y komepuujande cepxe. OBo je HajcnoBogHuja of cBux
AMLEHLM. '

2. AyTOpCTBO — HekomepLujanHo. [Jossorbasare yMHOXaBawe, gUCTpubyLmy 1 jaBHo
caoniiTaBawe Aena, v npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha Hauud oppefeH o
CTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. Oea nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuwjanHy
yrioTpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBare yMHOXaBaHe,
anctpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara wunm
ynotpebe aena y CBOM Aeny, ako Ce HaBeAe vMe ayTopa Ha HauuH ofpeReH of
cTpaHe ayTtopa wnv Aasaoua nuueHue. Osa nuueHLa He [03BOrbaBa KoOMepLujanHy
ynotpeby aena. Y oAHOCy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NULEHLIOM Ce orpasuyasa
Hajsehn obum npasa kopulihera fgena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuumjanHo — AenuTu noj UCTUM ycrnosuma. [lossorbasaTte
yMHOXaBare, AucTpnbyuujy v jaBHo caonwitasame fena, u npepaje, ako ce Hasepe
UMe aytopa Ha HauvH ofpefieH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue M ako ce
npepaga auctpubyupa nop UCTOM umm cnvvHOM ruleHuom. OBa nuueHua He
[l03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AyTtopctBo — Ge3 npepapge. [lossorbaBaTe yMHOXaBawe, OAUCTPUOYLM)Y ¥ jasHO
caonwraeare fena, 6es npomena, npeobnukosama unv ynortpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede ume ayTopa Ha HauuH oppeheH o cTpaHe ayTtopa unu Lasaoua
nuueHue. Osa nuueHUa [0380rbaBa KoMepuvjandy ynotpeby nena.

6. AyTopcTBO - AenuTM oA McTUM  ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBare,
AUCTpubyLWjy 1 jaBHO caoriiTasame Aena, v npepaje, ako ce HaBefe uMe ayTopa Ha
HauMH ofpefleH of cTpaHe ayTopa WnM fasaola fULEeHLE W axko ce npepana
avctpubympa nop uCTOM WKW CrAUYHOM  ImueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepapa. CnnyHa je COMTBEpPCKUM nuULieHUama,
OJHOCHO NuLieHLiaMa OTBOPEHOT KOAa.
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