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ODREDIVANJE BIODOSTUPNOSTI ODABRANIH POLIFENOLNIH
SASTAVNICA PROPOLISA U UVJETIMA IN VITRO SIMULIRANE PROBAVE

Eleonora Perak Junakovié¢
Hrvatski veterinarski institut, Savska cesta 143, 10000 Zagreb, Republika Hrvatska

U ovome radu istrazena je stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost polifenola pinocembrina,
galangina, krizina, kavene kiseline i feniletil estera kavene kiseline u uvjetima simulirane
probave in vitro (oralna i Zelu¢ana faza te faza probave u tankom crijevu s dva modela:
centrifugiranjem 1 dijalizom kroz polupropusnu membranu) na dva uzorka kontinentalnog
propolisa 1 smjesi standarda odabranih polifenola. Razli¢itim ekstrakcijskim postupcima i
koriStenjem odredenih nosaca istrazeni su ekstrakti prikladni za oralnu primjenu te analizirani
validiranom metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti uz primjenu UV-
detektora s nizom fotodioda (eng. High Performance Liquid Chromatography - Photodiode
Array Detection, HPLC-PDA). Primjenom 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina (HP-B-CD) i
postupkom liofilizacije dobiven je u vodi topljivi kompleks propolis-HP-B-CD s najvec¢im
udjelom polifenola. Rezultati analiza RP-HPLC-PDA oba uzorka kontinentalnog propolisa
pokazali su stabilnost odabranih polifenola tijekom svih faza simulirane probave.
Biodostupnost svih polifenola u uvjetima in vitro nakon dijalize kroz polupropusnu
membranu bila je vrlo niska u odnosu na model s centrifugiranjem. Nadalje, rezultati ukazuju
da u modelu s centrifugiranjem nema razlike u biodostupnosti polifenola izmedu dva uzorka
kontinetalnog tipa propolisa. Vodena suspenzija liofilizata kompleksa propolis-HP-B-CD
pokazala se kao potencijalna djelatna tvar u farmaceutskim proizvodima za oralnu primjenu.
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IN VITRO SIMULATED GASTROINTESTINAL DIGESTION

Eleonora Perak Junakovié¢
Croatian Veterinary Institute, Savska cesta 143, 10 000 Zagreb, Croatia

In this work, the stability, bioaccessibility and dialysability of polyphenols pinocembrin,
galangin, chrysin, caffeic acid and phenylethyl ester of caffeic acid were investigated after in
vitro simulated digestion (oral and gastric phase and small intestine phase with two models:
centrifugation and dialysis through a semi-permeable membrane) on two samples of
continental propolis and standard mixture of selected polyphenols. Extracts suitable for oral
administration prepared by various extraction procedures and the use of certain carriers have
been investigated and analyzed by validated RP-HPLC-PDA method. Using
2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD) carbohydrate and by lyophilisation procedure, a
propolis water-soluble complex with the highest polyphenol content was prepared. The results
of RP-HPLC-PDA analysis of both propolis samples showed the stability of selected
polyphenols during all phases of simulated digestion. The bioaccessibility of all polyphenols
in in vitro conditions after dialysis through a semi-permeable membrane was very low
compared to the centrifugation model. Furthermore, the results indicate that in the model with
centrifugation there is no difference in the bioaccessibility of polyphenols between the two
samples of the continental type of propolis. The aqueous suspension of the lyophilisate of the
propolis-HP-B-CD complex proved to be a potential active substance in pharmaceutical
products for oral administration.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Ljekovito i aromati¢no bilje i proizvodi dobiveni od njih od davnina se koriste za ublazavanje
zdravstvenih tegoba te lijeCenje razliCitih bolesti. Mnogi biljni spojevi imaju dugorocan
blagotvorni utjecaj na zdravlje ljudi, stoga je posljednjih nekoliko desetlje¢a povecan interes
znanstvenika za njihova bioaktivna svojstva 1 primjenu u humanoj i veterinarskoj medicini.
Koncentracijski najzastupljeniji bioloski aktivni spojevi u biljaka, tj. sekundarni metaboliti
biljaka, su polifenoli. Polifenoli imaju strukturnu i zastitnu ulogu u biljkama, a bioaktivnost
ovih fenolnih spojeva ocituje se najceS¢e nakon unosa u organizam hranom, dodatcima
prehrani ili primjenom kozmetickih proizvoda koji ih sadrzavaju, $§to je kroz mnoga

. .- .. 1.2.3
znanstvena istrazivanja i dokazano.

Usprkos visokim koncentracijama ovih prirodnih spojeva u biljkama, njihova
biodostupnost, odnosno udio oslobodene i apsorbirane tvari u odnosu na udio prije unosa u
organizam 1 bioraspolozivost, tj. raspolozivi udio tvari u ciljnom tkivu nakon apsorpcije u
odnosu na ukupni udio prije unosa u organizam moze biti niska i1 jako promjenjiva kako
45,6

izmedu razlicitih skupina polifenola, tako i izmedu pojedinacnih spojeva iste skupine .

Navedeno se posebice odnosi na kompleksne matrice poput sirovog (nativnog) propolisa.

Propolis se zbog svojih nepovoljnih organoleptickih svojstava 1 niske
bioraspolozivosti nativhog oblika vrlo rijetko, kao takav, upotrebljava za izradu
funkcionalnog dodatka prehrani ili kao djelatna tvar u farmaceutskim proizvodima, stoga se
najces¢e primjenjuje kao ekstrakt u razliCitim otapalima. Poznato je da bioaktivna svojstva
propolisa uvelike ovise o ekstrakcijskoj metodi i1 pripravi ekstrakata. Velika vecina ekstrakata
pripravlja se u vodenim otopinama etanola razli¢itth volumnih omjera (70-96 %), jer je
propolis dobro topljiv u etanolu. S druge strane, etanol nije pogodno otapalo jer vrlo Cesto
izaziva alergije, a osim toga nepozeljan je u pripravcima namijenjenima djeci kao 1 u
veterinarskoj medicini. ’ Iz tih razloga je nase istraZivanje bilo usmjereno ka pripravi u vodi
topljivog pripravka kompleksa propolisa s nosatem 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrinom
(HP-B-CD-om), koji ¢e imati visoku koncentraciju odabranih spojeva, biti ugodnog okusa i

biti u stabilnom obliku kako ne bi doSlo do smanjenja koncentracija polifenolnih spojeva, Sto
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§ 1. Uvod 2

bi imalo za posljedicu smanjenje bioaktivnih svojstava potencijalnog pripravka za primjenu
kroz usta.

Strukturna raznolikost, fizikalno-kemijska svojstva bioaktivnih spojeva, ali 1 njihova
varijabilnost u uzorcima propolisa iz razli¢itih geografskih podrucja upucuju na vaznost
optimizacije ekstrakcijskih postupaka potrebnih za njihovu izolaciju 1/ili odvajanje od ostalih
spojeva matrice. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da: etanolni ekstrakti propolisa sadrze
najveCe koncentracije polifenola, da su u kontinentalnom tipu propolisa medu
najzastupljenijim spojevima pinocembrin (PC), galangin (GN), krizin (KR), kavena kiselina
(eng. Caffeic Acid, CA) i feniletil ester kavene kiseline (eng. Phenyl Ethyl Ester Caffeic Acid,
CAPE) te da je biodostupnost ukupnih polifenolnih spojeva nakon oralne primjene propolisa
niska.®” Iako je CAPE jedan od tipi¢nih sastojaka kontinentalnog tipa propolisa s dokazanim

10,11

antioksidacijskim 1 antitumorskim djelovanjem, u hrvatskom propolisu je tek nedavno

identificiran. '?

U mnogobrojnim znanstvenim istrazivanjima biodostupnost polifenola odredena je
tijekom simulirane Zeluano-crijevne probave in vitro (eng. Gastrointestinal Digestion, GID)

u hrani biljnog podrijetla i ljekovitom bilju. 49,13

Medutim, prema dostupnoj literaturi ne
postoje istrazivanja provedena s ciljem odredivanja biodostupnosti pojedinacnih polifenolnih
spojeva iz nekoliko razliCitih skupina tijekom simulirane GID in vitro nakon oralne primjene

inkluzijskog kompleksa ekstrakta propolisa i HP-B-CD-a.

Ovo istrazivanje ¢e po prvi puta pruziti uvid u stabilnost, biodostupnost i
dijalizibilnost navedenih polifenolnih spojeva u pripravljenom kompleksu propolis-HP-B-CD
s kontinentalnog podruc¢ja Republike Hrvatske u uvjetima probave in vitro u ustima, zeludcu i

tankom crijevu.
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§ 1. Uvod 3

1.1. Svrha rada

S obzirom na to da je svrha ovog istrazivanja dobivanje u vodi topljivog pripravka propolisa
pogodnog za oralnu primjenu, odabrani pripravak podvrgnut je simulaciji GID-a in vitro,
kako bi se utvrdila stabilnost i biodostupnost pojedinacnih polifenola prolaskom kroz
probavni sustav (usnu Supljinu, Zeludac i1 tanko crijevo) te dijalizibilnost prolaskom kroz
polupropusnu membranu. Dobiveni rezultati pruzaju uvid u dosad neistrazene mogucénosti i
svojstva polifenola propolisa kao funkcionalnog dodatka prehrani ili u lijecenju, a koji ima
blagotvorne ucinke, kako na ljudski tako 1 na Zivotinjski organizam. Istrazivanja su provedena
s dva uzorka propolisa kontinentalnog podrijetla, ali s razli€itih lokacija Republike Hrvatske

kako bi se $to sigurnije moglo interpretirati rezultate i potvrditi pretpostavke.
Stoga su ciljevi izrade ove doktorskog rada:

= kvalitativno 1 kvantitativno odrediti i potvrditi odabrane polifenole s odabranih
lokacija istog geografskog podru¢ja propolisa razvojem i optimizacijom
spektrofotometrijskih metoda 1 metode temeljene na primjeni sustava
teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti uz primjenu UV-detektora s
nizom fotodioda (eng. High Performance Liquid Chromatography -
Photodiode Array Detection, HPLC-PDA),

= istraziti 1 odabrati optimalan postupak priprave uzorka propolisa i nosa¢ za
ekstrakt propolisa prikladan za oralnu primjenu,

= istraziti 1 utvrditi stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost polifenola tijekom
GID-a primijenjenih u obliku smjese standarda i pripravka propolisa uz nosac,

= utvrditi utjecaj struktura odabranih polifenola na njihovu stabilnost,
biodostupnost i dijalizibilnost tijekom GID,

= utvrditi razlike u udjelu biodostupnih polifenolnih spojeva na dva modela
simulacije probave in vitro: centrifugiranjem ili dijalizom kroz polupropusnu
membranu (dijaliza),

= utvrditi razlike u biodostupnosti polifenola s obzirom na razli¢itu lokaciju istog

geografskog podrucja propolisa.
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1.2. Pretpostavke ovog istraZivanja su:

» ultrazvuénom ekstrakcijom u 70%-tnom etanolnom ekstraktu bit ¢e ekstrahiran najveéi
udio polifenola,

» propolis kao matrica imat ¢e znacajan utjecaj na biodostupnost odabranih polifenola,

» dijalizibilna frakcija (nakon dijalize kroz polupropusnu membranu) simulirat ¢e
apsorpciju polifenola kroz stijenku tankog crijeva,

» udio ukupnih polifenolnih spojeva i flavonoida odredenih spektrofotometrijskim
metodama UV/VIS, ali i koncentracija PC, KR, GA, CA 1 CAPE odredena metodom
HPLC-PDA bit ¢e vrlo razlicita za dva uzorka propolisa s razli¢itih lokacija istog
geografskog podrucja,

» model simulacije probave in vitro (centrifugiranjem ili dijalizom) imat ¢e znacajan
utjecaj na koncentracije biodostupnih polifenola,

» odabrana polazna koncentracija polifenolnih spojeva u ekstraktu propolisa za
simulaciju probave in vitro bit ¢e kriti€ni uvjet za njihovo odredivanje u pojedinim
fazama probave,

» odabrane polifenolne sastavnice nakon dijalize bit ¢e moguce kvantificirati jer ¢e biti u

svom pocetnom obliku tj. ostati ¢e stabilne tijekom simulirane GID in vitro.

1.3. Uporabljene metode

Analize odredivanja sadrzaja pojedinac¢nih polifenola, kao i analize odredivanja ukupnih
fenola, ukupnih flavona i flavonola te ukupnih flavanona i dihidroflavonola u vodenim i
etanolnim ekstraktima propolisa (EEP) te u frakcijama iz svake faze GID-a, provest ¢e se

optimizacijom 1 validacijom spektrofotometrijskih metoda UV/VIS i metode HPLC-PDA
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Polifenolni spojevi

2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva i klasifikacija polifenola

Polifenoli su najveca skupina sekundarnih metabolita biljaka, a obuhvacéaju vrlo heterogeni
spektar spojeva, od jednostavnih spojeva poput fenolnih kiselina, do velikih polimeriziranih
spojeva kao S§to su kondenzirani tanini. Fenol je wujedno 1 trivijalni naziv za
monohidroksibenzen, najjednostavniji spoj skupine. Op¢a molekulska formula fenolnih
spojeva je Ar-OH, pri ¢emu Ar oznacava fenil, supstituirani fenil ili neku drugu arilnu

skupinu povezanu s jednom ili vide hidroksilnih skupina (-OH).'*'

Fenolna priroda ovih
spojeva €ini ih hidrofilnima, a time 1 topljivima u polarnijim organskim otapalima i njihovoj

smjesi s vodom.

Do sada ih je otkriveno vise od 8000, a vecina polifenola u biljkama je u
konjugiranom obliku s monosaharidima, polisaharidima te u obliku estera. Takvi polifenoli
imaju visestruke uloge poput pigmentacije (prvenstveno plodova i cvjetova), doprinose okusu
1 aromi, Stite biljku od UV zracenja, oksidacijskog stresa, patogena i teskih klimatskih uvjeta,
a ukljudeni su i u rast, razmnoZavanje i antioksidacijsku zastitu.'®'” Mnogobrojnim
znanstvenim istrazivanjima utvrdena su njihova pozitivna bioloska djelovanja na zivi
organizam poput protuupalnog, antimikrobnog, antifugalnog, diuretickog,
antihepatotoksi¢nog, antikancerogenog, hipoglikemijskog, analgetskog, antialergijskog,

2,18,19,20,21,22,

antihipertenzivnog, antikoagulirajuceg te antioksidacijskog djelovanja. 3 Zagtitna

uloga ovih spojeva u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala, a time i sprjeCavanju nastanka oksidacijskog stresa u slucaju bolesti

uzrokovanih neravnotezom oksidacijskih procesa u tijelu. ***°
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S obzirom na veliku raznolikost fenolnih spojeva, postoji nekoliko nacina njihove
klasifikacije prema biosintetskom putu, bioloskoj funkciji i kemijskoj strukturi. Prema
kemijskoj strukturi dijele se u dvije osnovne skupine: flavonoide i ne-flavonoide, *° a ova

klasifikacija prikazana je na Slici 1.

POLIFENOLI
| | |
Fenolne Flavonoidi Lignani Stilbeni
kiseline : e
Sekoizolaricirezinol, Resveratrol
Hidroksicimetne Hidroksibenzoatne R
kiseline kiseline
Kavena, p-kumarna, : Galna, vanili¢na, -
i feruli¢na klorogena | ! siringi¢na |
S 1 Sy 1
Flavanoni Flavonoli Flavoni Flavanoli | | Antocijanidini | lzoflavoni
———————————————— | [remmm——_——————] e Em—————_—_—_——— T mEEmm——_—_——— EEm———————]
i Pinocembrin E E Galangin E E Krizin i i Katehin E E Cijanidin i E Genistin |
i L ]
i Naringenin i ! Kvercetin i I Apigenin ! E Epikatehin i iAplgemdm ! IlDaidzein !
i Hesperetin i E Kampferol | E Luteolin i | Galokatehin ! 1 Delfinidin i """"""
1 .-
! Eriodiktol i | Miricetin i ! Apigenin I | Proantocijanidin i | Malvidin !
I e o . [ . L T I S H
1 Morin ! 1 Baikalein i
P 3 e e ]
Slika 1. Klasifikacija polifenola prema kemijskoj strukturi (prilagodeno prema *°)
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Biosinteza polifenola odvija se najve¢im dijelom fenilpropanoidnim metabolickim putem
Sikiminske kiseline preko fenilalanina kao njenog prekursora te niza enzima koji odreduju
brzinu reakcija, a svi nastali spojevi imaju sli¢ne osnovne strukture (Slika 2.) koje dalje mogu
biti hidroksilirane, metoksilirane, glikozidirane s monosaharidima 1 polisaharidima ili
acilirane tj. esterificirane. lako se posljednjih nekoliko godina intenzivno istrazuju, detaljni
koraci biosintetskih putova nisu jo$§ uvijek potpuno razjasnjeni te se u literaturi ¢esto nailaze
opre¢ni rezultati. Medutim, vecina polifenolnih spojeva su derivati trans-cimetne kiseline

nastale deaminacijom L-fenilalanina uz pomo¢ L-fenilalaninamonijliaze '>*’ (Slika 2).

HO,

5 - /D Hr® on
o
o] i ™ S
P v Yy a OH HO. OH
> > > > —
° ®

Fenilpiraviéna kiselina L-fenilalanin Cimetna kiselina o-kumama kiselina Salicilna kiselina
HOVO
v
HO" OH HO o
OH “ 0
Sikiminska kiselina ﬁ) 0 0 . »
OH OH
- —> — > HO
o NH;
HO HO ®
. OH
Fenilpiruviéna kiselina L-tirozin p-kumama kiselina Kavena kiselina A
\ Va
.
\ /
( «-— 1 o e
W\~
HO o O d P
ey .,
AN et
20—, \
& OH O - ¥ \ ‘//
P Pinocembrin = [ “,’ =
e = w Feniletilester kavene kiseline
NN X
|l [ :i'r' ™ W
™ oH

Galangin Krizin
oH

Slika 2. Sinteza flavonoidnih i neflavonoidnih fenolnih spojeva (prilagodeno prema ')
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2.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina najvise istrazenih polifenolnih spojeva, Siroko rasprostranjenih u kozi
ili kori voéa, kori drveca, li$éu i cvijeéu biljaka. *® Flavonoidi su sastavni dio prehrane ljudi i
zivotinja, a buduc¢i da pripadaju fitokemikalijama, nije moguca njihova sinteza u ljudskom ili
zivotinjskom organizmu. Propolis je visokovrijedan pcelinji proizvod bogat flavonoidima i

ostalim polifenolnim sastavnicama.

Prema kemijskim obiljezjima, osnovnu strukturu flavonoida ¢ini difenilpropan, C;s
(C6-C3-C6), odnosno 1-fenil-3-(-hidroksifenil)propan-1-ol koji gubitkom vode i zatvaranjem
C-prstena stvara flavan od kojeg nastaju ostale skupine flavonoida. Drugim rijeCima, ova
osnovna aglikonska struktura flavonoida obuhvac¢a 2 benzenska prstena (A 1 B) povezanih

heterociklickim prstenom pirana ili pirona (C-prsten) u sredini koji sadrzi kisik (Slika 3).

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida (preuzeto iz %)

U prirodi se flavonoidi nalaze u slobodnom (aglikonskom) obliku bez Secerne jedinice ili u
konjugiranom obliku, dok je u biljkama naj¢esc¢i glikozidni oblik zbog jedne ili viSe Secernih
skupina vezanih preko hidroksilne (O-glikozid) ili ugljik-ugljik (C-glikozid) veze. Do danas
je pronadeno vise od 60 Secera koji su glikozidnom vezom povezani s aglikonima na
polozajima C3 ili C7, a najceS¢i glikozidi su glukozid, galaktozid, ramnozid, arabinozid,
glukuronid i malonil. *° Osim vezanja na $eéerne jedinice, flavonoidi mogu kelirati mnoge
metalne ione stvaraju¢i time komplekse metal-flavonoid koji imaju snaznija svojstva

uklanjanja slobodnih radikala nego aglikoni flavonoida. *-°
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Podjela flavonoida (Tablica 1) kao i razlike medu pojedinim podskupinama, proizlaze

iz razli¢itog broja i rasporeda vezanih hidroksilnih skupina, ali i stupnja njihove alkilacije i/ili

glikozidacije te stupnja nezasicenosti prstena C. Na temelju vezanih supstituenata flavonoidi

se mogu podijeliti na sljedece podskupine: flavanole, flavone, flavanone, izoflavone, flavan-

3-ole i antocijane te ostale flavonoide poput cCalkona, dihidrocalkona, dihidroflavonola,

flavan-3,4-diola, kumarina i aurona.

2,31

Tablica 1. Strukturne formule osnovnih skupina flavonoida i predstavnici svake skupine

(prilagodeno prema *°)

Skupina flavonoida Struktura Flavonoid Supstitucijska
skupina
PPN /,L{\/ ” Kvercetin 3,5,7,3',4'-OH
Flavonol | H Kampferol 3,5,7,4-OH
NN Ny Galangin 3,5,7-OH
Y Luteolin 57,3 4-OH
Flavon r’ /‘L |T Krizin 5,7-OH
SN Apigenin 5,7.4-0H
PN J - J Naringenin 5,7,4'-OH
Flavanon [ H J ) Pinocembrin 5,7-OH
N H Hesperetin 3,5,3'-OH
[/ ” J Daidzein 7,4'-OH
Izoflavon S H “/ N Genistein 5,7,4'-OH
N Katehin 3,5,7,3',4'-OH
. . L | Epikatehin 3,5,7,3', 4'-OH
Flavanol ["”/ ‘ hdh Galokatehin 3,5,7,3',4',5-OH, 3-
‘\*‘-\.;,,/ RGN galat
~ Pelargonidin 3,5,7,4'-OH;3',5'-H
Antocijanidin ra On " Cijanidin 3,5,7,4',-OH,3,50Me
f | Delfinidin 3,5,7,3',4,5"-OH
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U flavonoidnoj strukturi, fenilna skupina je smjeStena na poziciju 2 pironskog prstena
(C-prsten), kod izoflavonoida je na poziciji C3, dok je kod ¢alkona i dihidrocalkona pironski
prsten otvoren. Flavonoidi 1 tokoferoli (vitamin E) dijele zajednicku strukturu, kromanski tj.

benzopiranski prsten. >

Gledajuc¢i rasprostranjenost flavonoida, pojedine skupine je mogucée detektirati u vise
vrsta hrane biljnog podrijetla, dok je prisutnost drugih ograni¢ena samo na odredenu vrstu
hrane. Unos flavonoida hranom na globalnoj se razini uvelike razlikuje medu populacijama, s
obzirom da ovisi o dostupnosti izvora pojedine vrste hrane te prehrambenim navikama

razli¢itih demografskih skupina.

2.1.2.1 Flavanoni

Strukturu flavanona ¢ini 2,3-dihidro-2-fenilkroman-4-on, a pironski prsten ove strukture nije
u ravnini jer sadrzi zasi¢enu C2-C3 vezu prstena C. Posljednjih desetljeca znatno je porastao
broj identificiranih flavanona i njihovih 3-hidroksi derivata, dihidroflavonola. Flavanoni
imaju jedinstvenu strukturu koja €ini veliki broj supstituiranih derivata ove podskupine kao

npr. prenilirani flavanoni, furanoflavanoni, piranoflavanoni, benzilirani flavanoni.
Pinocembrin

Pinocembrin (PC) je dihidroksiflavanon c¢ije su dvije hidroksi skupine smjeStene na
pozicijama C5 1 C7, identificiran je u medu, propolisu, te biljkama poput korijena dumbira i
divljeg mazurana. Jedan je od najceSc¢e koriStenih flavonoida u farmaceutskoj industriji. Vrlo
dobro su istrazena njegova farmakoloska djelovanja sto ukljucuje antimikrobno, protuupalno,

33,34,35

antioksidacijsko i antitumorsko djelovanje. Jo§ uvijek se intenzivno proucava razvoj

novih lijekova temeljenih na sastavu s PC, no zbog ograni¢avajuc¢eg faktora, a to je njegova

36,37

slaba topljivost i bioraspolozivost, potrebna su dodatna istrazivanja mehanizma njegovog

djelovanja kako bi se klini¢kim studijama opravdala njegova primjena u medicinske svrhe.

2.1.2.2. Flavonoli

Flavonoli su najrasprostranjeniji flavonoidi u hrani, najéeS¢e u obliku glikozida. Struktura
flavonola ukljucuje 3-hidroksiflavonsku bazu u obliku 3-hidroksi-2-fenilkroman-4-ona s
planarnim prstenima, a razlikuju se u polozaju hidroksilne skupine na fenilnom prstenu.

Namirnice bogate flavonolima su luk, brokula, ¢aj, jabuke i crno vino. ***° Flavonoli poput

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 11

kvercetina i1 kampferola pojedinacno imaju 279 odnosno 347 razliitih glikozidnih

kombinacija. 40

Galangin

Galangin (GN), odnosno 3,5,7-trihidroksiflavon je prirodni flavonol pronaden u medu,
propolisu i ljekovitom bilju iz porodice dumbirovki (Zingiberaceae), *' dobro je topljiv u
organskim otapalima kao S$to su etanol, dimetilsulfoksid (DMSO), dimetilformamid, a
djelomicno je topljiv u vodenim puferima. U znanstvenoj literaturi opisana su antimikrobna,
243 antiperoksidacijska, * antitumorska *° i protuupalna svojstva 46 galangina kao i njegov
utjecaj u kontroli pretilosti. *” U mnogim istraZivanjima utvrdeno je da GN posjeduje i snazna

antioksidacijska svojstva. *® Intenzivno se provode istraZivanja postoje¢ih, ali i novih

svojstava galangina.
2.1.2.3. Flavoni

Flavoni i njihovi 3-hidroksi derivati flavonoli, uklju¢uju¢i njihove glikozide, metokside i
druge acilirane produkte na sva tri prstena, ¢ine ovu podskupinu flavonoida najve¢om medu
svim polifenolima, medutim nisu Siroko rasprostranjeni u biljkama. Kemijska struktura
flavona ukljucuje 2-fenil-benzo-y-pironsku osnovu s dva fenilna prstena (A i B) povezana
pironskim prstenom (C). Flavoni su strukturno sli¢ni flavonolima, no karakteristika ove

podskupine je odsutnost -OH skupine na poziciji C3.
Krizin

Krizin (KR) pripada skupini flavona kemijskog imena 5,7-dihidroksiflavon te je Siroko
rasprostranjen u biljnim vrstama. Posebno svojstvo flavona je prisutnost dvostruke veze
izmedu C2 1 C3 atoma u C-prstenu te nedostatak atoma kisika na C3, a Sto je vidljivo na
strukturi KR. U komercijalne svrhe upotrebljava se kao inhibitor aromatizacije androsterona i
testosterona u estrogen, *~ a kemijska priroda molekule krizina povezana je s njegovim

protuupalnim, protutumorskim i antioksidacijskim u¢inkom. >**'*?

2.1.2.4. Flavan-3-oli

Flavanoli ili flavan-3-oli nazivaju se i katehini. Flavan-3-oli predstavljaju veliki broj spojeva,

od monomernih jedinica (kao $to su katehini, epikatehini i glaokatehini), dimera do oligomera

i polimernih oblika koji se nazivaju proantocijanidinima ili kondenziranim taninima.
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Razli¢itim od ostalih flavonoida ¢ini ih odsustvo dvostruke veze izmedu C2 i1 C3, te
karbonilne veze na C4 u C-prstenu. Zbog zasi¢enosti C-prstena te hidroksilacije na C3,
flavanoli imaju dva kiralna centra na molekuli, na polozaju C2 i C3, stoga su moguca cetiri
dijastereoizomera. Katehin je izomer s frans konfiguracijom, a epikatehin ima cis
konfiguraciju te svaka od ove dvije konfiguracije ima dva stereoizomera npr. (+)-katehin, (-)-
katehin, (+)-epikatehin 1 (-)-epikatehin. (+)-katehin i (-)-epikatehin su dva izomera
najraSirenija u hrani biljnog podrijetla. Flavanoli i njihovi oligomeri (s dvije do sedam
monomernih jedinica) poznati su kao jaki antioksidansi prisutni u mnogim vrstama voca

poput grozda, jabuka i borovnica te su povezani s pozitivnim uéincima na zdravlje. >

2.1.2.5. Izoflavoni

Izoflavoni su uz flavonole 1 flavone najzastupljeniji flavonoidi u hrani biljnog podrijetla i
gotovo iskljuc¢ivo se nalaze u hrani na bazi soje te u mahunarkama. B-prsten izoflavona
povezan je s C3 pozicijom na prstenu C. Izoflavoni imaju znacajan utjecaj na ljudsko zdravlje
s obzirom na to da mahunarke, a posebice soja, Cine veliki udio u prehrani mnogih naroda i
kultura. Genistein i daidzein su predstavnici izoflavona pronadeni u soji i crvenoj djetelini,

najéesée u obliku 7-O-glukozida ili 6"-O-malonil-7-O-glukozida. >
2.1.2.6. Antocijanidini

Antocijanidini su osnovne sastavnice crvenog, plavog i ljubicastog pigmenta vecine latica
cvijeca, voca i1 povréa te odredenih vrsta zitarica npr. crne rize. Glikozidi antocijanidina u
biljkama nazivaju se antocijani. Cijanidin, delfinidin 1 pelargonidin su najraSireniji
antocijanidi, te se 90 % antocijana temelji na cijanidinu, delfinidinu 1 pelargonidinu kao 1
njihovim metiliranim derivatima. Postoji viSe od 500 antocijana ovisno o hidroksilnim,
metoksi skupinama na B-prstenu te glikozilaciji razli¢itim Se¢erima. Boja antocijana ovisi o
pH uvjetima: crveni su u kiselim, a plavi u bazi¢nim uvjetima. Osim toga, 1 hidroksilacija ili
metoksilacija aromatskih prstena te glikozilacija Secerima ili aciliranim Secerima takoder
moze utjecati na boju antocijana. Antocijani su kemijski stabilni u kiselim uvjetima, dok se

pri visokim pH vrijednostima raspadaju. *°
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2.1.3. Neflavonoidi

Fenolne kiseline su neflavonoidne polifenolne sastavnice. Strukturu fenolnih kiselina ¢ini
benzenski prsten povezan s karboksilnom skupinom te s jednom ili viSe hidroksilnih/metoksi
skupina (Slika 4 A i1 B). Fenolne kiseline pojavljuju se najces¢e u obliku estera, glikozida ili
amida, no rijetko u slobodnom obliku. Dvije su skupine fenolnih kiselina ovisno o broju i
poziciji hidroksilnih skupina na aromatskom prstenu: hidroksibenzoatnekiseline 1
hidroksicimetne kiseline te njihovi derivati.. Hidroksibenzoatne kiseline imaju sedam
ugljikovih atoma (Cs-C,) te ¢ine najjednostavnije fenolne kiseline u prirodi, najées¢e prisutne
u povréu, dok hidroksicimetne kiseline imaju 9 ugljikovih atoma (C¢-Cs), u namirnicama su
prisutne u obliku jednostavnih estera s kininskom kiselinom ili glukozom. >’

Derivati hidroksicimetne kiseline su ferulinska, kavena, p-kumarinska i1 sinapinska
kiselina, a derivati hidroksibenzoatne kiseline su galna, vanilicna, siringi¢na i
protokatehini¢na kiselina.

Fenolne kiseline imaju snaznu antioksidacijsku, antimikrobnu, protuupalnu,

antikancerogenu aktivnost te su predmet mnogobrojnih istraZivanja, **>°

a njihova bioloska
aktivnost potjece od aglikonskog dijela molekule.

A) B)
H H

R, COOH Ry 2.~ COOH

)
[
I
&

I

R, R

Slika 4. Struktura fenolnih kiselina: A) hidroksibenzoatne kiseline; B) hidroksicimetne

kiseline
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2.1.3.1. Kavena kiselina

Kavena kiselina (CA, eng. Caffeic Acid) pripada skupini hidroksicimetnih kiselina. Kavena
kiselina i njezini derivati Siroko su rasprostranjeni fenol-karboksilni spojevi u biljnim vrstama
te se posljedi¢no u organizam unose hranom kao i flavonoidi, a koli¢ina CA u nekoj biljci
ovisi o biljnoj vrsti kojoj pripada. Kavena kiselina kao antioksidans smanjuje proizvodnju
aflatoksina B, §to joj posljedi¢no otvara moguénost primjene kao prirodnog antifungicida. ®
Sinergijska primjena visokih doza razlicitih antioksidansa, ukljucuju¢i i CA, smanjuje rast

tumora u pokusnih Zivotinja. '*®!

2.1.3.2. Feniletil ester kavene kiseline (CAPE)

Jedan od najsnaznijih bioaktivnih spojeva propolisa s dokazanim terapijskim ucinkom u
prevenciji mnogih bolesti je CAPE. Njegova najveca uloga je u antioksidacijskom djelovanju
te u sprjeCavanju prekomjernog nastajanja reaktivnih kisikovih spojeva, kao 1 u

imunomodulacijskom, protuupalnom, antimikrobnom i antitumorskom, djelovanju, '*6%636463
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2.2. Propolis

2.2.1. Kemijski sastav i fizikalno-kemijska svojstva

......

intenzivnom proucavanju i zanimanju velikog broja znanstvenika, a propolis kao jedan od
najfascinantnijih pcelinjih proizvoda ujedno je i bogati izvor polifenola. Propolis je smolasta
tvar kojeg proizvode pcele medarice (Apis melifera, L.) od razli¢itih smola koju preraduju
djelovanjem enzima zlijezda slinovnica i mijeSanjem s voskom, a zbog svog ljepljivog
smolastog sastava naziva se jo$ i pelinje ljepilo. Naziv propolis dolazi od grcke rijeci 'pro'-
prije ili ispred 1 'polis’-grad zbog njegove funkcije pri izgradnji i regulaciji ulaza u koSnicu.
Pc¢elama propolis sluzi kao gradevni materijal u koSnicama, za zatvaranje rupa i pukotina te za
obnavljanje i udvri¢ivanje saca. °° Osim toga, propolis u ko$nicama osigurava kemijsku
obranu od mikroorganizama, odrzava nizu razinu bakterija i plijesni u ko$nici u odnosu na
okolinu te sluzi za balzamiranje vecih insekata 1 malih zivotinja uginulih u kos$nici, a koji su

preveliki da bi ih pcele iznijele van koSnice.

Ljekovitost propolisa prepoznata je joS od antickih vremena. Tijekom povijesti
koristio se u narodnoj medicini u razli¢itim kulturama u svrhu zacjeljivanja rana i zastite od
infekcija, ® dok posljednjih desetlje¢a znanstvenici intenzivno provode razna istraZivanja
propolisa nastojeci produbiti dosadasnja saznanja o njegovim svojstvima i u¢incima. Pri tome
se osobita vaznost pridaje istrazivanjima flavonoida, fenolnih kiselina i njihovim esterima.

2299 protuupalno, ®' imunomodulacijsko, "° antialergijsko, ’' antitumorsko, '*

Antibakterijsko,
antimikrobno, " citotoksi¢no 7 i antioksidacijsko ™ djelovanje samo su neka od bioloskih
djelovanja propolisa kojima se bave brojna objavljena istrazivanja. Siroki spektar biologkih
ucinaka koji mogu dovesti do poboljSanja zdravlja 1 prevencije bolesti te niska toksi¢nost u
odnosu na sinteticke lijekove, ¢imbenici su zbog kojih je primjena propolisa u medicini te

farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji sve znacajnija. ">

Sirovi propolis je vrlo slozena smjesa spojeva €iji se kemijski sastav, boja 1 aroma
mijenjaju prema geografskim i klimatskim zonama. Kemijski sastav i organolepticka svojstva
propolisa te koncentracija spojeva propolisa ovise takoder i o godisSnjem dobu, dijelovima
biljaka (npr. pupoljci stabala, cvijece, pelud) te opéenito o dominantnoj vegetaciji podrucja

aktivnosti pcela. Sastav propolisa ¢ini balzamski dio koji potjeCe od prikupljenog dijela s
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biljaka, i nebalzamski dio koji dodaju pcele §to ukupno prema osnovnim spojevima ¢ini oko:
50-60% smole koja sadrzi polifenole, 20-30% voska, 10% etericnih ulja, 5% peluda i 5%

razli¢itih organskih spojeva te vitamina i minerala. ’’

U propolisu je do sada identificirano vise od 300 spojeva. Medutim, sastav propolisa
jos uvijek nije do kraja istrazen, te se tijekom kemijske karakterizacije novih vrsta propolisa
Cesto identificiraju i nove sastavnice. Ipak, propolis se za sada moze razvrstati u samo
nekoliko kategorija, od kojih je propolis dobiven iz porodica topola (Populus alba, Populus
tremula 1 Populus nigra) takozvani topola tip (eng. Poplar type), kontinentalni ili propolis
umjerene klime, a koji je najveéi izvor propolisa u Europi. "® Najznacajnije bioloski aktivne
sastavnice ove vrste propolisa su flavonoidni aglikoni (flavoni, flavonoli i flavanoni),

79,80

supstituirane cimetne kiseline i njihovi esteri. Za razliku od kontinentalnog propolisa,

novija istrazivanja ukazala su na postojanje nove karakteristicno diterpenske vrste propolisa
specifi¢ne za afri¢ko i europsko sredozemno podrudje, nazvane mediteranski propolis. *'*
Vrsta propolisa koja je vrlo dobro istrazena je brazilski zeleni propolis, kojeg karakteriziraju
fenolne kiseline, prenilirane fenolne kiseline i flavonoidi. " Neke od manje istrazenih vrsta

propolisa su pacificki, aspenski, juznoamericki. ¥

U Hrvatskoj ne postoji jedinstvena vrsta propolisa. Naime, u kontinentalnom dijelu
Hrvatske, koji pripada euroazijskoj - sjeverno americkoj regiji, zastupljen je topola vrsta, ¢iji
se sastav, a time 1 vrsta, postupno mijenja kako se prelazi na gorski dio Hrvatske, a zatim i na
podrucje jadranske obale i otoke, odnosno mediteranski dio Hrvatske (Slika 5). Novijim
kemometrijskim istrazivanjem propolisa iz razli¢itih regija Hrvatske prvi puta je potvrdena i

mediteranska vrsta propolisa u uzorcima iz jadranske regije. ***°

2.2.2. Polifenoli u propolisu

Polifenoli imaju znaajnu ulogu u farmakoloskoj i biologkoj aktivnosti propolisa. *** Za

razliku od glikozida flavonoida prisutnih u vecini biljaka, u propolisu se najve¢im dijelom
nalaze flavonoidni aglikoni, odnosno flavonoidi bez supstituenata na benzenskom prstenu. *
Za topola tip propolisa karakteristicni su aglikoni flavonoida poput PC, pinobanksina,
pinostrobina, naringenina, GN i1 KR te fenilopropanoidne kiseline i esteri npr. kavena kiselina

i esteri. 22,90,91,92
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2.2.2.1. Najznacajniji polifenoli u propolisu kontinentalne Hrvatske

Dosadasnja istrazivanja kemijskog sastava propolisa s podruc¢ja Republike Hrvatske tesko su
usporediva zbog koristenih razliCitih ekstrakcijskih postupaka, otapala, omjera mase uzorka i
volumena ekstraktanta, ali 1 nacina izrazavanja sadrzaja polifenolnih spojeva, kao 1 zbog
samog podrijetla uzoraka. Medutim, zajednicko im je da flavonoidi poput krizina, galangina i

22,74,91,93,94 . .
TILBIY 3 osim toga navedeni

pinocembrina prevladavaju u kontinentalnom propolisu,
flavonoidi nisu prisutni u sastavu mediteranskog propolisa. '* Za razliku od istraZivanja
Jerkovic¢a 1 suradnika, Kosalec i suradnici su utvrdili da razlike u sastavu propolisa postoje
samo na kvantitativnoj razini, dok se kvalitativno kemijski profil uzoraka iz cijele Hrvatske

podudara. '*%

Barbari¢ 1 suradnici potvrdili su GN, KR i PC kao koncentracijski
najzastupljenije flavonoide, a u radu Maseka i suradnika utvrdeno je u kontinentalnom
hrvatskom propolisu prisutnost estera fenolnih kiselina poput CAPE, benzilkafeata,
benzilkumarata i estera cimetne kiseline te flavonoida GN, PC, pinobanksina, pinobanksin-3-

2273 U istom radu Mageka i suradnika uo&ene

acetata 1 krizina, s vrlo malim udjelom terpena.
su velike razlike u kemijskom sastavu razli¢itih ekstrakata, no nije pronadena poveznica
izmedu kemijskog sastava i bioloske aktivnosti. SobocCanec i suradnici objavili su da su
flavonoidi (KR, GN i PC) najdominantniji u sastavu propolisa kontinentalne Hrvatske te da
imaju ulogu u antioksidacijskoj aktivnosti propolisa. *° U radu Jerkovic¢a i suradnika po prvi
puta je u sastavu mediteranskog propolisa s podrucja Republike Hrvatske identificiran CAPE,

polifenol dokazane snazne antioksidacijske aktivnosti. '>%

Zbog raznolikosti kemijskog sastava 1 bioloskih svojstava ekstrakata propolisa ukazuje

se potreba za standardizacijom kada ga se koristi u istrazivanjima bioloSkih aktivnosti

njegovih spojeva, radi dobivanja pouzdanih i ponovljivih rezultata. **54%¢7
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2.3. Priprava uzoraka za analizu

2.3.1. Ekstrakcija sirovog propolisa

Propolis se u svom nativhom obliku ne moze upotrebljavati u terapijske svrhe, odnosno kroz
usta, zbog prevladavajué¢eg smolastog i voStanog sastava i posljedicno slabe topljivosti u vodi,
te je potrebno njegovo procis¢avanje ekstrakcijom. Na taj se nacin uklanja inertni materijal, a
polifenolna frakcija je sacuvana. Niska topljivost polifenolnih spojeva u vodi predstavlja
veliki problem za medicinsku primjenu propolisa, zbog njihove niske bioraspoloZzivosti nakon
apsorpcije u organizmu. S druge strane, niska topljivost aglikona flavonoida u vodi, kao i
njihovo kratko vrijeme zadrzavanja u tankom crijevu i niska apsorpcija imaju povoljni ucinak
gledaju¢i da teSko moze do¢i do predoziranja unosom flavonoida putem hrane. Buduéi da
topljivost propolisa desetlje¢ima predstavlja izazov, dosadasnja istraZivanja spojeva propolisa

velikim dijelom odnose se na problem njihove ekstrakcije iz matrice.

Priprava 1 ekstrakcija uzoraka propolisa ovisi o veli¢ini Cestica, koli€ini voska, te o
kemijskim svojstvima njegovih spojeva odnosno strukturi tih molekula, polaritetu,
koncentraciji, broju aromatskih prstena 1 hidroksilnih skupina. Uobicajeni ekstrakcijski
postupci priprave uzoraka propolisa su maceracija (MCR) 70%-tnim etanolom i1 Soxhletova
ekstrakcija. Medutim, sve je ¢eS¢a primjena novijih tehnika ekstrakcije poput ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima (engl. Microwave-assisted extraction, MPE) ili ultrazvukom
(engl. Ultrasound extraction, UE) zbog kraceg vremena i bolje ucinkovitosti ekstrakcije
propolisa ili manjeg utroka organskih otapala. *****° Voda, apsolutni etanol, smjese etanola i
vode (70 %, 80 %, 90 % i 96 % v/v), glicerol, metanol ili DMSO samo su neka od otapala
koriStenih u pripremi uzoraka propolisa za bioloska ispitivanja o kojima takoder ovisi njihova
biologka aktivnost. '®!0%101102193 1ok e primjena vodenih ekstrakata propolisa biologki
najsigurnija, problem vodenih ekstrakata propolisa je niska koncentracijska razina njegovih
aktivnih spojeva zbog nepotpune topljivosti u vodi. Povecanje njihove topljivosti i otpustanja
iz matrice moze se posti¢i povecanjem ekstrakcijske snage vode dodavanjem kootapala, Sto
pak moze uzrokovati novi problem. Naime, razliita otapala mogu ekstrahirati razlicite
biologki aktivne sastavnice propolisa koje mogu imati razliite bioloske u¢inke. ' Osim toga,
1 vrijeme ekstrakcije, svjetlo i temperatura bitno utjeCu na iskoriStenje ekstrakcije, odnosno

prinos. °” Stoga je u istraZivanjima bioaktivnosti spojeva propolisa od iznimne vaznosti odabir
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pogodne koncentracije polifenolnih spojeva te odgovarajuéeg ekstrakcijskog postupka i

prikladnog otapala.

Vecina spojeva propolisa je topljiva u etanolnim otopinama, te se etanolni ekstrakt

22,80,82,93

propolisa (EEP) najces¢e koristi u razliitim istrazivanjima, a najnovijim

istrazivanjima utvrdeno je da je optimalan volumni omjer etanol : voda = 80 : 20. '%!%
Priprava i primjena u vodi topljivog derivata propolisa (engl. Water-soluble derivate of
propolis, WSDP) objavljena je u istraZivanjima imunoloske i antitumorske aktivnosti, '* a u
novijim istrazivanjima antioksidacijskog ucinka propolisa primijenjena je i patentirana
tehnologija ekstrakcije propolisa takozvana multi-dinamicna ekstrakcija (eng. Multi Dynamic
Extraction) za dobivanje hidroglicerolnih ekstrakata propolisa. *'°* Osim navedenih tehnika,
pojedina istrazivanja temeljila su se na ekstrakciji na ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction,
SPE), "% medutim, osim u analizi propolisa, do danas tehnika SPE nije pronasla mjesto u §iroj
primjeni. Nekolicina autora je za pripravu ekstrakata upotrebljavala 1 ektrakciju tekuce-
tekuce, koriste¢i pri tome organska otapala poput heksana, dietiletera, acetona, kloroforma pri
¢emu su ovi ekstrakti pokazali antibakterijsku, antioksidacijsku i antimikrobnu aktivnost u

.. L 107,108,109
uvjetima in vitro.

Otapala koja se po koli¢ini ekstrahiranih polifenolnih spojeva mogu usporediti s
etanolom, a uz to su neSkodljiva za primjenu kroz usta, su propilenglikol, glicerol te
polietilenglikol (PEG) 7'*1OHE12 ki se zbog male molekulske mase i izrazite hidrofilnosti
Cesto koristi u proizvodnji farmaceutskih pripravaka. Kubiliene i suradnici utvrdili su da je
dodavanjem polietilenglikola 400 (PEG 400) u vodenu otopinu propolisa moguce povecati
ekstrakcijsku snagu vode te na taj nacin ekstrahirati polifenole iz propolisa u koncentracijskim
razinama vrlo bliskim onima dobivenim ekstrakcijom etanolom. ''*"!" Osim primjene PEG-a,
Galeotti i suradnici su primjenom patentiranog postupka ekstrakcije polifenola iz propolisa
utvrdili da je kemijski sastav uzoraka propolisa ekstrahiranih iz iste sirovine, ali otopljenih u
razli¢itim otapalima poput vodene otopine glicerola, propilenglikola, etanola ili ulja, vrlo
slican, iako se kvantitativno sastav razlikovao. Kao posljedica slicnog kvalitativnog sastava, i
antioksidacijska aktivnost ekstrakata je bila vrlo sli¢na. ' Za razliku od vodene otopine
PEG-a, u radu Suran i suradnika dokazano je da bezvodni PEG 400 kao ekstrakcijsko otapalo,

ekstrahira polifenolne spojeve vrlo slicnih koncentracija kao i 70%-tni etanol, te da nema
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statistiCki znacajnih razlika u koli¢ini ukupnih fenola i antioksidacijskoj aktivnosti izmedu

ova dva ekstrakta’

2.3.2. Inkapsulacija

Polifenoli kao djelomi¢no polarni spojevi, slabo su topljivi u vodi te imaju slabu
bioraspolozivost nakon oralne primjene. Zbog navedenog, ovi spojevi imaju ograni¢enu
primjenu u farmaceutskim proizvodima. U svrhu poboljSanja farmakokinetickih svojstava
koriste se mnogobrojne metode, poput smanjenja veli¢ine Cestica, nanosuspenzije, upotreba
povrsinski aktivnih tvari, stvaranja soli ili &vrste disperzije, ''* a vrlo djelotvorna tehnika za
uspjeSno povecanje topljivosti ovih spojeva ukljucuje inkapsulaciju odredenog spoja te
stvaranje inkluzijskog kompleksa. Inkapsulacija je tehnika kojom se ciljna molekula obavija
intertnom molekulom s ciljem ocuvanja njezinih funkcionalnih svojstava. Obavijena molekula
naziva se inkapsulirana tvar (molekula gost), dok se molekula domacina (tvari koja

inkapsulira) naziva nosa¢. Glavne prednosti inkapsulacije u odnosu na ostale tehnike su:'"*

— prikrivanje intenzivnog okusa i mirisa,

— poboljsana sigurnost proizvoda,

— kontrolirano otpustanje djelatne tvari u predvidenom vremenu i trajanju,

— kontrola pojedinih svojstava djelatne tvari (veliina Cestica, struktura, topljivost u
polarnim ili nepolarnim otapalima, boja),

— zaStita djelatnih tvari od oksidacije te razgradnje toplinom ili svjetlos¢u,

— poboljsana stabilnost tijekom proizvodnje i u gotovom proizvodu,

— poboljsano rukovanje inkapsuliranom tvari,

— poboljsana propusnost kroz bioloske membrane i bolja bioraspolozivost.

Vrlo je vazan izbor materijala nosaa. Najcesce je to polarna tvar koja olakSava otapanje
nepolarne molekule u vodenoj otopini 1 time se postize njezina Siroka primjenjivost. Ostale

fizikalno-kemijske karakteristike koje su vazne pri odabiru nosaca su:

— molekulska masa radi kompatibilnosti s veli¢inom inkapsulirane tvari,
— sposobnost stvaranje filma,
— sposobnost stvaranja raznih kemijskih interakcija s inkapsuliranom tvari, koja utjece

na strukturu cijele kapsule,
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— inertnost nosaca u odnosu na inkapsuliranu tvar.
Kao nosaci lipofilnih molekula najcesce se primjenjuju liposomi, proliposomi, mikrosfere,

gelovi, prolijekovi, ciklodekstrini, !>

ali 1 lipidi (fosfolipidi), proteini (zelatina, mlijecni
proteini, soja), polisaharidi (celuloza, Skrob, ksantanska guma, alginati), modificirani
polisaharidi 1 oligosaharidi i njihovi derivati (modificirani $krob, modificirana celuloza), agar.
Proces inkapsulalcije posljedi¢no vodi prema suSenju zamrzavanjem (liofilizaciji) ili suSenju

rasprSivanjem kompleksa ,,domacin-gost*.

U radu Sturma i suradnika ispitana je priprava u vodi topljivih pripravaka propolisa s
visokim sadrzajem polifenola inkapsuliranih u razli¢itim nosa¢ima poput arapske gume,
maltodekstrina 1 inulina. Tehnike koriStene za inkapsulaciju bile su liofilizacija 1 suSenje
rasprSivanjem. Pripravcima je odreden sastav polifenola, antioksidacijska aktivnost,
karakterizirani su s obzirom na fizikalno-kemijska svojstva, odredena im je inkapsulalcijska
ucinkovitost te otpuStanje inkapsuliranih polifenola u vodenim otopinama. U radu je
dokazano da je od istrazivanih nosaCa arapska guma zbog svoje amlfifilne strukture
najprikladniji nosa¢ za inkapsulaciju ekstrakata propolisa, dok se maltodekstrin pokazao kao

ekonomski najisplativiji materijal. '’

Ciklodekstrini su naziv za skupinu ciklickih oligosaharida, koji stvaranjem
inkluzijskih kompleksa s nepolarnom molekulom mogu promijeniti njena nepovoljna
fizikalno-kemijska svojstva ili bioloSku aktivnost. Tako je slucaj s ciklodekstrinima koji su
biokompatibilne i netoksi¢ne tvari, stoga je njihova primjena u lijekovima razliitih
farmaceutskih oblika i putova primjene vrlo rasirena. ''® Kemijska struktura ciklodekstrina
(Slika 5 A 1 B) sastoji se od 6, 7 ili 8 glukopiranoznih jedinica (a-, B-, y-ciklodekstrin)
vezanih a-1,4-glikozidnom vezom §to ¢ini hidrofilnu vanjsku povrSinu, a sredi$nji dio sastoji

119,120

se od lipofilne Supljine koja je omedena C-C, C-H i C-O-C vezama.
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Slika 5. A) Vrste ciklodekstrina i njihove kemijske strukture; B) shematski prikaz nastajanja

inkluzijskog kompleksa (preuzeto iz '*°)

Najtopljiviji je y-ciklodekstrin, a B-ciklodektrin ima najSiru primjenu zbog jednostavnog
nacina proizvodnje te ekonomicnosti. Inkluzijski kompleksi (Slika 5 B.) formirat ¢e se samo s
molekulama koje su kompatibilne veli¢ine kako bi se uklopile u Supljinu ciklodekstrina, te
onima koje su slabije polarne od vode. Tijekom nastajanja kompleksa, molekula ili odredena
funkcionalna skupina molekule zadrzava se u Supljini ciklodekstrina Van der Waalsovim i
hidrofobnim interakcijama, a u nekim sluc¢ajevima i vodikovim vezama, medutim vezanje
dviju molekula ne ukljucuje kovalentne veze. Nastajanjem kompleksa postize se dinamicka
ravnoteza, odnosno u vodenim otopinama su molekule inkapsulirane tvari u stanju stalne

izmjene vezanog i slobodnog oblika. ''®

Nastajanje kompleksa propolisa i B-ciklodekstrina prvi je put objavljeno 1987. u radu

21 '3 inkapsulacija propolisa i polifenolnih spojeva propolisa

Szente 1 suradnika,
ciklodekstrinima potvrdena je i kasnije studijama '**'*?*12> U studiji Nafadyja i suradnika
istrazivanje se temeljilo na primjeni B-ciklodekstrina za izolaciju slabo topljivih spojeva
brazilskog tipa propolisa, no iskoristenje izdvojenih spojeva bilo je vrlo nisko. '** Tri tipa
rumunjskog propolisa podvrgnuti su ekstrakciji primjenjujuéi tri razliCite koncentracije
vodene otopine etanola uz  P-ciklodekstrin, a  kompleksi su  analizirani

pretraznom/skeniraju¢om mikroskopijom (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM) i
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termogravimetrijskom analizom te je odredena antioksidacijska aktivnost. '** Inkapsulacija
spojeva grckog propolisa u PB-ciklodekstrinu je provedena u studiji Kalogeropoulosa i
suradnika koriste¢i modificiranu metodu prema studiji '** odnosno EEP je inkapsuliran sa 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrinom kako bi se poboljsala topljivost i bioraspolozivost odredenih
spojeva propolisa. Pri tome je u uvjetima in vitro pra¢eno otpustanje polifenola iz Supljine
ciklodekstrina. Istrazivanjem je utvrdeno da na ucinkovitost inkapsulacije i bioraspolozivost
spojeva utjeCe veli¢ina 1 struktura molekule gosta te da su manje molekule uspjesnije
inkapsulirane, medutim teze otpustene iz unutrasnjosti ciklodekstrina, dok su ve¢e molekule

razli¢itih struktura lak3e otpustane s obzirom da su bile slabije vezane u kompleksu. '%

Do sada je provedeno nekoliko studija vezanih uz biolosku aktivnost inkluzijskog
kompleksa propolisa i ciklodekstrina te pojedinacnih polifenolnih spojeva i razliitih vrsta
ciklodekstrina. ''"'**!*” Navedena istrazivanja kompleksa propolisa i ciklodekstrina pokazala
su ucinkovitu antidijabeticku, antiproliferativnu, antitumorsku aktivnost te aktivnost u

induciranju apoptoze.
2.3.3. Liofilizacija

Liofilizacija, tj. proces susenja zamrzavanjem ili kriodesikacija je proces kojim se uklanja
voda ili drugo otapalo iz zamrznutog uzorka procesom sublimacije. Tehnika je Siroko
primjenjiva u pripravi farmaceutskih i1 prehrambenih proizvoda. Ovim se postupkom
povecéava stabilnost tvari osjetljivih na toplinu ili tvari nestabilnih u vodenim otopinama. '**
Proces liofilizacije sastoji se od tri koraka: 1) zamrzavanje otopine uzorka, 2) primarno
suSenje 1 3) sekundarno suSenje. Vrlo vazan korak u procesu liofilizacije je zamrzavanje
uzorka, pri ¢emu otopina uzorka mora biti zamrznuta na temperaturu koja je najmanje tri puta
niza od temperature smrzavanja otapala. Nakon toga, u liofilizatoru pod niskim tlakom (0,1 —
0,3 mbar) 1 pri niskoj temperaturi (-50 °C) slijedi primarno susenje tj. sublimacija tijekom
koje voda direktno prelazi iz ¢vrstog u plinovito stanje, bez prijelaza u tekucu fazu.
Liofilizacijom se postizu uvjeti tlaka i temperature ispod trojne tocke tvari, tj. tocke pri kojoj
su sva tri agregatna stanja u ravnotezi (Slika 6.). U sekundarnom susenju se difuzijom i
desorpcijom uklanja voda zaostala u uzorku te je ovaj korak u liofilizaciji neophodan jer

zaostala voda utjede na kvalitetu krajnjeg proizvoda. '*
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plinovita

Temperatura (°C)

Slika 6. Shematski prikaz prijelaza otopine uzorka izmedu agregatnih stanja pri procesu

liofilizacije (prilagodeno prema '*°)

2.4. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje polifenolnih spojeva u propolisu

Budu¢i da razlicita otapala ekstrahiraju razliCite sastavnice propolisa $to posljedicno utjece i
na njihovu biolosku aktivnost, razvijaju se vrlo raznolike 1 osjetljive analiticke metode za
detekciju 1 kvantifikaciju ovih spojeva, ovisno o namjeni. Spektrofotometrijske
kolorimetrijske metode su jednostavne, brze i relativno ekonomic¢ne metode kvantifikacije
flavonoida i fenolnih kiselina. **"*' Tako su ove metode korisne za brzo pretraZivanje velikog
broja uzoraka, navedenim metodama nije moguce odrediti sadrzaj pojedinacnih spojeva
propolisa, a uz navedeno i omogucavaju kvantifikaciju samo do odredenih koncentracijskih
razina. Ipak, UV/VIS spektrofotometrija je i danas jedna od glavnih polaznih metoda za

odredivanje polifenolnog sastava propolisa. **'**

NajceSce koristeni postupak za rutinsko spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja
ukupnih fenola (eng. Total Phenols, TP) 1 ostalih skupina flavonoida u propolisu temelji se na

90,93,133,134

metodi prema Folin-Ciocalteu. Metoda je prikladna za fenolne kiseline i flavonoide

s obzirom na strukturu fenolnog kostura ovih bioaktivnih spojeva propolisa. Poznato je da

topola tip propolisa sadrzava veliku koli¢inu flavanona i dihidroflavonola te flavona i
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flavonola, stoga se za odredivanje njihovog sadrzaja koriste razli¢ite metode, ovisno o vrsti
reakcije pojedine skupine flavonoida sa specificnim reagensima koriStenim u odredenoj
metodi. Metoda kojom se odreduje sadrzaj ukupnih flavona i1 flavonola (eng. Total Flavones

1’") s karbonilnim

and Flavonols, TFF) temelji se na stvaranju kompleksa aluminijevih iona (A
i1 hidroksilnim skupinama odredenog flavonoida. Prema dostupnoj literaturi odredivanje
sadrzaja ukupnih flavanona i dihidroflavonola (eng. Total Flavanones and Dihydroflavonols,
TFD) temelji se na medudjelovanju ovih tvari s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) u kiselim
uvjetima te stvaranju obojenih fenilhidrazona. "**!*° Brze i jednostavne spektrofotometrijske

metode za odredivanje sadrzaja polifenola dobra su osnova za daljnje specificne analize

profila polifenola.

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform
infrared spectroscopy, FT-IR) je analiticka tehnika kojom se takoder moze ucinkovito
odrediti sastav sloZenih prirodnih uzoraka kao §to je propolis. **!*” Naime, svaka tvar zbog
jedinstvenih funkcionalnih skupina i veza u specificnom valnom podrucju ima karakteristi¢ni
»otisak prsta” odnosno jedinstveni IR-spektar. FT-IR je jedna od brzih i jednostavnijih

instrumentalnih tehnika za direktnu analizu sirovog propolisa i ekstrakata propolisa.

Za odredivanje kemijskog profila propolisa najceS¢e se koriste kromatografske
instrumentalne tehnike. Vezani sustav plinske kromatografije i spektrometrije masa (engl.
Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) omogucuje detaljnu identifikaciju

. . 22,82
odredivanjem molekulske mase, odnosno strukture spojeva. “

Medutim, vecina spojeva
propolisa nije dovoljno hlapljiva za analizu GC-MS, c¢ak niti nakon derivatizacije.
Najucinkovitija tehnika koja se koristi za analizu propolisa je HPLC uz primjenu detektora
PDA ili detektora spektrometra masa (eng. Mass Spectrometer, MS). ***!*® Uginkovitim
tehnikama u biomedicinskim istrazivanjima propolisa pokazali su se 1 vezani sustavi
tekucinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa (LC-MS") uz primjenu kemijske
ionizacije elektrorasprSenjem (engl. Electrospray Ilonization, ESI) s negativnim ili pozitivnim
nacinom snimanja iona i analizatora masa poput trostrukog kvadrupolnog analizatora (engl.
Triple Quadrupole, QqQ), kvadrupola s analizatorom masa s mjerenjem vremena leta (engl.
Quadrupole Time-of-Flight, Q-TOF) te hibridnog analizatora kvadrupola Orbitrap-a, ionske

stupice i analizatora koji koristi ionsko ciklotronsku rezonanciju (eng. Linear lon Trap

Quadrupole Orbitrap, LTQ Orbitrap). *'*>!
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LC-MS u kombinaciji s razli¢itim analizatorima masa pokazala se kao najpozeljnija
instrumentalna tehnika u odredivanju kemijskog profila i vrste propolisa (LC-Q-TOF), u
analizi aglikona flavonoida, fenolnih kiselina, njihovih estera i metabolita za odredivanje
kemijskog sastava u razli¢itim vrstama uzoraka (LC-QqQ i1 UHPLC-LTQ/Orbitrap/MS/MS)

8492139 te za potvrdu strukture polifenola u uzorcima propolisa. '*%1#-142

2.4.1. Tekucinskokromatografsko odredivanje pojedinacnih polifenola

Od svih navedenih tehnika, HPLC se najc¢eS¢e primjenjuje u analizi polifenolnih spojeva iz
propolisa zbog relativno polarne strukture ovih tvari te §Sto HPLC omogucuje dobru
razlucljivost analiziranih spojeva zajedno s njihovim derivatima ili razgradnim produktima
prisutnim u niskim koncentracijskim razinama u kompleksnim matricama. Prema literaturnim

podatcima 90,125,143

prednost HPLC-a u analizama polifenolnih spojeva nad drugim tehnikama
je 1 primjena razli¢itih kromatografskih kolona, vrsta detektora te njihovo serijsko
povezivanje. '** Tekuéinskokromatografsko razdvajanje razli¢itih polifenola unaprijedeno je
uvodenjem kolona s obratnom nepokretnom fazom (eng. Reversed Phase, RP) te su razne RP
kolone primijenjene u analizi aglikona, glikozida flavonoida 1 ostalih fenolnih
spojeva. *H!# 140147 Qustavi s nepokretnom fazom oktadecilsilikagel (Cig) najéedée se
primjenjuju u analizi polifenola zbog svoje robusnosti, no nedostatak ovog sorbensa je dugo
vrijeme analize te u izrazito baznim uvjetima dolazi do razgradnje reaktivnih silanolnih
skupina (-Si-OH) na povrSini silikagela. Odabir nepokretne faze, pokretne faze, nacina
eluiranja, tehnika 1 detekcija uvelike ovise o samoj namjeni odnosno radi li se o kvalitativnoj

ili kvantitativnoj analizi svih skupina polifenola, pojedine skupine ili odredivanju samo jedne

sastavnice.

Repolles i suradnici razvili su metodu HPLC za simultano odredivanje aglikona
razli¢itih skupina flavonoida iz zelenog ¢aja, crnog vina i narance, a pri tome su Koristili
monolitnu nepokretnu fazu na bazi silikagela (kolona punjena s visoko poroznim monolitnim
Stapi¢ima s bimodalnom strukturom pora) zbog njenih poboljsanih hidrodinamickih svojstava
u usporedbi s konvencionalnim nepokretnim fazama punjenjim cesticama. Pouzdanost metode
ispitana je parametrima linearnosti, preciznosti i osjetljivosti metode odredivanjem granica

detekcije i kvantifikacije. Postignuto je linearno podrugje u rasponu od 1 do 50 pg mL™ te
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granice detekcije od 0,04 pg mL™" za naringenin do 0,31 pg mL™" za katehin. Dobivene
vrijednosti za granice detekcije su nize nego u istrazivanjima s konvencionalnim Cig

kolonama. '

Nadalje, u navedenim istrazivanjima analize polifenola provode se na sobnoj
temperaturi, ali 1 pri temperaturama 30 ili 40 °C pri Cemu se temperatura do

30 °C pokazala najprikladnijom za analizu polifenola, !'!"-140-148

Kromatografska tehnika tekucinske kromatografije ultravisoke ucinkovitosti (eng.
Ultra-High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) je zbog znatno poboljSanih
performansi u odnosu na HPLC udinkovitija i brza tehnika sa znacajno poboljSanom
djelotvornoséu 1 osjetljivoséu te ekonomicnoséu u vidu kraéeg vremena analize i manjeg

utroska otapala pokretne faze.

Odabir izokratnog ili gradijentnog eluiranja pokretne faze ovisi o broju i wvrsti
polifenolnih spojeva u uzorcima propolisa. NajceS¢a otapala koja se koriste u nepolarnom
organskom dijelu pokretne faze su acetonitril i metanol, a u polarnom vodena otopina
formijatne, acetatne ili trifluoroacetatne kiseline u ulozi aditiva za poboljSanje simetrije i
vrhova pikova. 796140 globodne fenolne kiseline, kao $to su CA, klorogena i1 ruzmarinska
kiselina, mogu biti analizirane uz izokratnu pokretnu fazu, no istovremena analiza fenolnih
kiselina razlicitih kemijskih struktura i polarnosti provodi se gradijentnim eluiranjem, cesto

zbog nemoguénosti razdvajanja vrlo bliskih pikova. '

Eluiranja polifenolnih spojeva
primjenom RP-HPLC-a s polarnom pokretnom fazom A i nepolarnom organskom fazom B su
ovisna o njthovom stupnju polarnosti te je redoslijed eluiranja sljedec¢i: fenolne kiseline,
glikozidi flavanona, glikozidi flavonola, glikozidi flavona, glikozidi flavan-3-ola te
naposljetku aglikoni flavonoida. ** Zbog velike razligitosti spojeva s obzirom na razlicite
hidroksilne, metoksilne i1 glikozidne skupine na benzenskom prstenu, ucestalo je preklapanje
kromatografskih pikova pojedinih pripadnika razli¢itih polifenolnih skupina. Ovisno o
fizikalno-kemijskim svojstvima analita u uzorcima propolisa koriste se razni detektori, od
kojih su najve¢oj mjeri u upotrebi DAD, fluorescentni detektor (eng. Fluorescence Detector,
FLD), MS i nuklearna magnetska rezonancija (eng. Nuclear Magnetic Resonance, NMR).
Flavonoidi i1 fenolne kiseline sadrze najmanje jedan aromatski prsten ili konjugiranu

dvostruku vezu te pokazuju apsorpciju u podrucju UV ili UV/VIS u rasponu valnih duljina

190 - 550 nm stoga je DAD detektor najces¢i izbor. Kako bi se potvrdila struktura flavonoida
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1 dobili nedvojbeni rezultati, sve je ¢eS¢a primjena vise razlicitih tehnika i nacina detekcije
(npr. DAD, MS/MS, IR i NMR), a LC-MS u kombinaciji s razli¢itim analizatorima masa
pokazala se kao najpozeljnija tehnika u odredivanju kemijskog profila i vrste propolisa
(LC-Q-TOF) te u analizi aglikona flavonoida, fenolnih kiselina, njihovih estera i metabolita u
uzorcima biologkog materijala (LC-QqQ). 14142 Medutim,, FLD se pokazao

kiseline, s obzirom na njihova fluorescencijska svojstva. '**

2.5. Digestibilnost (probavljivost) polifenola

Mogucu biolosku aktivnost polifenola u organizmu ljudi i Zivotinja odreduje njihova
bioraspolozivost. lako dosadasnja istrazivanja kemijskog sastava propolisa potvrduju najvece
koncentracije odredenih polifenolnih spojeva u EEP kontinentalnog tipa, bioraspolozivost se
medu polifenolima moZe znatno razlikovati. Stoga, oni polifenoli koji su najzastupljeniji u
odredenoj matrici, mogu imati vrlo lo§ profil biodostupnosti i bioraspolozivosti u odnosu na
njihovu pocetnu koncentraciju, a osim toga pojedini polifenolni spoj moZe pokazivati
biolosku aktivnost in vitro, medutim, ukoliko je njegova bioraspolozivost niska, tada ¢e mu i

bioloska aktivnost in vivo biti mala. '>°

Polifenoli propolisa, ve¢inom u obliku aglikona, estera i polimera, hidroliziraju
djelovanjem enzima probavnog sustava ili crijevne mikroflore jer se u svojim izvornim
oblicima ne mogu dalje apsorbirati u organizmu. Veéina polifenola je relativno dobro topljiva
u vodi. Medutim, neki polifenoli tvore komplekse s proteinima ili mineralima te njihova
bioloSka dostupnost (engl. Bioaccessibility) tj. gastrointestinalna (engl. Gastrointestinal, GI)
stabilnost ovisi o njihovom oslobadanju iz matrice i zadrzavanju u pojedinim dijelovima
probavnog tj. gastrointestinalnog sustava (eng. Gastrointestinal Tract, GIT) s obzirom na
razli¢ite medije u tim dijelovima. Biodostupnost se definira kao ucinkovitost probave i
apsorpcije. Odnosno, moze se re¢i da biodostupnost znaci probavljivost ili apsorptivnost
odredene tvari, odnosno sastavnice hrane ili lijeka unesenog oralnim putem. Izrazava se kao
udio oslobodene i apsorbirane sastavnice u odnosu na njen ukupni udio prije unosa u
organizam. Tako se biodostupnost moze predociti i kao probavljena frakcija ispitivane

sastavnice hrane ili pripravka koja je difundirala kroz epitel crijevnog sustava te se smatra da
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je ta frakcija i apsorbirana. Bioraspolozivost se moze definirati kao raspolozivi udio
apsorbiranog 1 detektiranog aktivnog spoja ili skupine spojeva u ciljnom tkivu u odnosu na
ukupnu koli¢inu oralno primjenjenog lijeka. Dosad objavljena istrazivanja dokazala su da
struktura polifenolnih spojeva ima veliki utjecaj na njihovo otpuStanje iz matrice i
posljedi¢no, na njihovu biodostupnost i bioraspolozivost. 52 Osim o strukturi,
bioraspolozivost pojedine sastavnice uvelike ovisi 0 mnogim fizikalno-kemijskim faktorima
poput molekulske mase, topljivosti, lipofilnosti, stupnja glikozidacije 1 hidroksilacije,
stabilnosti sastavnice tijekom probave, otpuStanju iz matrice, metabolizmu pojedinog
organizma u¢inkovitoséu prolaska kroz epitel i sl. >'****!55 Nadalje, apsorpcija polifenola
uvjetovana je i primijenjenom dozom, nac¢inom primjene, spolnim razlikama, mikrobioloskom

sastavu debelog crijeva te nat¢inom prehrane. °

c o 27,156,157,158
Prethodna istrazivanja 2'°%""

pokazuju da polifenoli ne podlijezu metabolickim
promjenama u usnoj Supljini kao ni u kiselim zelu¢anim uvjetima, ve¢ nepromijenjeni dolaze
u tanko 1 debelo crijevo. Pojedini flavonoidi (u obliku aglikona) zbog hidrofobne prirode
mogu pasivno proci epitel tankog crijeva, dok konjugirani flavonoidi odlaze u debelo crijevo
gdje se metaboliziraju i apsorbiraju. "*"**'** Crijevna mikroflora ima kljuénu ulogu u
metabolizmu 1 oslobadanju hidroksicimetnih kiselina i1 flavonoida od njihovih konjugiranih

oblika cijepanjem esterske ili glikozidne veze. '''6%16!

Takoder, crijevna mikroflora
pospjesuje hidrolizu flavona, flavonola i flavanona, te su metaboliti nastali ovakvom
razgradnjom jednostavne aromatske kiseline, kao Sto je hidroksifenilacetatna kiselina iz
flavonola i hidroksifenilpropionska kiselina iz flavona i flavanona. '®* Gledajuéi odnos
bioraspolozivosti po skupinama flavonoida istraZzivanjima uocCeno je da najbolji profil
bioraspolozivosti imaju flavanoni i izoflavoni, dok flavonoli, flavoni i flavanoli zbog slabe

apsorpcije i brze eliminacije imaju relativno slabu bioraspoloZivost (Slika 7). '>*!%
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Slika 7. Apsorpcija i bioraspoloZivost pojedinih skupina polifenola (prilagodeno prema '**'%)

Gardana 1 suradnici su istrazujuéi apsorpciju polifenola nakon oralne primjene
standardiziranog i prociS¢enog ekstrakta propolisa utvrdili prisutnost nekoliko polifenola u
ljudskoj plazmi nakon unosa oralnim putem, ukljucujuc¢i PC, GN, CR, CA i CAPE iz ¢ega se
moze zakljuciti da su polifenoli prisutni u tom ekstraktu apsorbirani, metabolizirani te mogu
biti biologki aktivni. '°* Fenolne kiseline u sastavu propolisa najveé¢im su dijelom derivati
hidroksibenzoi¢ne ili hidroksicimetne kiseline. Anioni koji nastaju ionizacijom fenolnih
kiselina u luznatim uvjetima tankog crijeva imaju slabiju sposobnost pasivne difuzije kroz
crijevnu stjenku. '® Na poboljianje biodostupnosti fenolnih kiselina tijekom probave djeluju
enzimi esteraze i/ili crijevna mikroflora. U radu Gonthier i suradnika dokazano je da se CA 1
njeni esteri transformiraju u 3-(3'-hidroksifenil) propionsku i benzoatnu kiselinu. Takoder,
pod utjecajem crijevne mikroflore dolazi do dekarboksilacije i metabolizma CA u 4-
etilkatehol. '® Mali broj istraZivanja opisuje CAPE i njegovu bioraspolozivost. "' Celli i
suradnici su istrazivali stabilnost CAPE u plazmi ljudi i Stakora kao i u uzorcima urina.
Zakljucili da CAPE podlijeze hidrolizi u CA u pokusima in vitro i u in vivo na Stakorima,
medutim u ljudskoj plazmi ne dolazi do hidrolize CAPE, vjerojatno zbog odsustva enzima
karboksilesteraze. U plazmi §takora CA je detektirana in vitro nakon 6 sati. '°® Chen i
suradnici utvrdili su da put primjene ima znacajni utjecaj na bioraspolozivost GN i njegovih
metabolita, glukuronida nakon primjene oralnim putem i sulfata nakon primjene u venu.
Bioraspolozivost GN nakon oralne primjene je bila jako niska (3,67 %) s obzirom da brzo
metabolizira u galangin glukuronid. '®® U skladu s ovim istraZivanjem, Curti i suradnici su
istrazivali biodostupnost GN i KR nakon jednokratne i produljene primjene propolisa. Niti
jedan od navedenih flavonoida nije bio detektabilan u plazmi miSeva, dok je samo metabolit

GN (u obliku glukuronida) bio detektabilan 5 min nakon jednokratne primjene. Osim toga,

dokazana je brza apsorpcija 1 metabolizam GN te kratka bioraspolozivost oba flavonoida
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nakon produljene primjene. ¢ Guo i suradnici ispitivali su in vivo apsorpciju pinocembrin-7-
O-B-D-glukozida u stakora i njegovu in vitro biotransformaciju te su utvrdili da glikozid PC
vrlo brzo metabolizira u aglikon u kiselim uvjetima ili hidrolitickom reakcijom bakterija 1

enzima te da je ovaj metabolit apsorbiran u krvotok kao glavna bioaktivna tvar. '™

2.5.1. Modeli in vitro

Apsorpcija 1 metabolizam polifenola propolisa u GIT-u intenzivno se proucava primjenom

modela in vitro, """ kultura stanica '’ te istraZivanjima in vivo. '**'"

Jednostavni modeli in vitro postali su vazan alat u istrazivanjima simulacije GID-a te
se simulacijom fizioloskih uvjeta u organizmu moze predvidjeti biodostupnost odredenih
spojeva hrane ili dodataka hrani. Stoga, kako bi se procijenila biodostupnost pojedine
sastavnice kao i njezina bioaktivnost, ovakvi modeli sve viSe zamjenjuju in vivo pokuse na
zivotinjama. Naime u svrhu zastite dobrobiti pokusnih Zivotinja animalni modeli se nastoje
Sto je moguce vise zamijeniti istrazivanjima in vitro odnosno primjenom koncepta 3R nacela:
zamjenjivanje (engl. Replacement), smanjivanje (engl. Reduction) i poboljSavanje (engl.
Refinement). Sukladno propisima o dobrobiti Zivotinja u pokusu prilikom istrazivanja
navedene postulate treba primijeniti kada je god to mogucée, odnosno nastojati zamijeniti
animalni model s prikladnim laboratorijskim postupkom, smanjiti broj zivotinja u pokusima i
poboljsati uvjete zivotinjama u pokusu. U pokusima biodostupnosti najjednostavniji modeli in
vitro su staticki modeli koji se provode kao jednodijelni model, npr. simulirajué¢i samo
zelucanu fazu, ili visedijelni model, u kojem se oralna, zelucana faza i faza tankog crijeva
provode uzastopno. Kontrolni parametri, omjer uzorka 1 probavne tekucine, pH i
koncentracija enzima, u statickim modelima su odredeni na pocetku svake faze i stalni su
tijekom odredene faze, te ozna¢avaju moguce prosjecne fizioloske uvjete. Visedijelni staticki
model probave, prikazan na Slici 8. zapoc€inje kratkotrajnom oralnom fazom u ustima gdje se
uzorak hrane mijeSa sa slinom simuliraju¢i Zvakanje uz dodatak enzima o-amilaze. Nakon
oralne faze, smjesa hrane 1 oralne tekuéine premjesta se u simulirani Zeludac te zapocinje
zeluCana faza. U ovoj fazi pH se djelovanjem kloridne kiseline snizi na optimalnu pH
vrijednost od 2,5 do 3, pri ¢emu se hrana dalje probavlja uz simuliranu Zelucanu tekuéinu i
enzim pepsin. Ta faza traje oko dva sata. Uzorak se dalje probavlja u fazi tankog crijeva

djelovanjem Zucnih soli i pankreatina, a pH se neutralizira. '™

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 32

Oralna faza

Zelucana faza

Crijevna faza

-\

4
|
\\,

Dijaliza kroz polupropusnu mémbranu

Slika 8. Shema model in vitroa simulacije Zelutanocrijevne probave (prilagodeno prema '’)

S obzirom na to da se sastavnice hrane jednim dijelom apsorbiraju pasivnom difuzijom kroz
epitel ili uz pomo¢ enterocita, zavrsetkom faze u tankom crijevu, biodostupnost se odreduje
nakon centrifugiranja, centrifugiranja/filtracije 1ili difuzije uzorka na polupropusnim
membranama odredenih veli¢ina pora. '’®'”” Membrana za dijalizu je polupropusna celulozna
membrana ujednacenih veli¢ina pora kroz koje polifenoli mogu pasivno difundirati.
Simulirajuéi stjenku tankog crijeva, membrane propustaju samo male topljive molekule,
poput aglikona flavonoida kako bi se razdvojila topljiva polifenolna frakcija od probavne
tekucine. Temeljem slobodnog difuzijskog mehanizma koji je jedan od glavnih apsorpcijskih
putova polifenola, samo polifenoli male molekulske mase odnosno, molekulskih masa koje su
manje od promjera pora membrane mogu proci, dok zaostaju oni ve¢ih masa. Stoga odabir
membrane ovisi o molekulskim masama ispitivanih polifenola. Prednost ovog nacina
odredivanja biodostupnosti 1 dijalizibilnosti polifenola je da je moguce vrlo brzo dobiti

informacije koje se mogu lako preslikati na zivi organizam.

Iako modeli probave in vitro ne mogu obuhvatiti sve dinamicke aspekte GIT-a, tim
modelima moze se predvidjeti biodostupnost polifenola ili c¢ak usporediti rezultati s onima

dobivenim u eksperimentima in vivo. Naime, neki rezultati in vitro 1 in vivo mogu se
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usporedivati, primjerice za spojeve poput aglikona flavonoida koji se ve¢inom apsorbiraju iz

tankog crijeva.

Najces¢e istrazivana biodostupnost polifenola in vitro je na ljekovitom bilju i vocu.
1607617717817 Bouayed 1 suradnici su proucavali polifenole u razli¢itim sortama jabuka te je
najveca dijalizibilnost u pojedinim sortama jabuka bila je 20,74 + 5,34 %, a najmanja je bila

0,52 £ 0,05 %. 176177

Provedena istrazivanja podloga su istrazivanjima biodostupnosti polifenola in vitro u
propolisu. Yesiltas i suradnici 1 Yen i suradnici analizirali su razliite frakcije nakon in vitro
probave propolisa i njihove bioloSke ucinke te su odredili sastav i koncentraciju antioksidansa
dostupnih u ljudskom GIT-u. "'"! Dokazano je da koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u
frakciji unutar polupropusne membrane raste u odnosu na Zeluc¢anu fazu (eng. Gastric Phase,
GF) §to potencijalno moze znaciti oslobadanje spojeva iz matrice tijekom GID-a. Osim ovog
istrazivanja, ' U studiji Yeen i suradnika istraZivane su razli¢ite smjese otapala (etanol,
glicerol, voda) koriStene za ekstrakciju uzoraka propolisa te je dokazano da EEP (95 %)
sadrzava najveci udio ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u frakciji oralne faze probave u
odnosu na Zeluanu i crijevnu fazu. "' Navedeni rezultati upuéuju da je udio polifenola u

zelu€anoj i crijevnoj fazi nizi zbog djelovanja enzima te procesa dijalize.

Ozkan i suradnici proveli su istrazivanje biodostupnosti peluda koji je sastavni dio
propolisa, na razli¢itim uzorcima izuzetim diljem turske obale kako bi usporedili sadrzaj
polifenola 1 njihovu biodostupnost koju su odredivali spektrofotometrijskim metodama.
Razmatrajuci dobivene rezultate utvrdene su znacajne razlike u bioaktivnosti i biodostupnosti
uzoraka peluda uzimajuéi u obzir razli¢itost geografskog podrucja te sezonu prikupljanja, Sto
je utjecalo na kemijski sastav peluda odnosno fenolni profil. Molekulska struktura polifenola
takoder je utjecala na njihove apsorpcijske karakteristike. Kiselost zelu¢anih uvjeta nije imala
utjecaj na spojeve male molekulske mase poput galne ili askorbinske kiseline. Istrazivanjem
je dokazano da je vecina polifenolnih spojeva i antioksidacijska aktivnost uzoraka peludi
izgubljena tijekom probave te predlazu inkapsulaciju peludi kako bi se obogatili prehrambeni

proizvodi.'®

Cianciosi 1 suradnici ispitivali su vezu izmedu stabilnosti polifenola i antioksidacijskog

kapaciteta meda te u ovisnosti o metodi pro¢iS¢avanja ekstrakata nakon simulalcije GID-a
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in vitro u ljudi. Odredivali su ukupne flavonoide i fenolne sastavnice spektrofotometrijskim
metodama UV/VIS prije i nakon simulacije probave in vitro. Njihovi su rezultati pokazali da
dolazi do smanjenja u koli¢ini polifenola tijekom probave, a posljedicno i da se
antioksidacijska aktivnost uzoraka meda smanjuje. Takoder, metoda prociS¢avanja uzorka
nakon simulacije probave in vitro imala je utjecaj na koli¢inu polifenola i antioksidacijsku

aktivnost, a naju¢inkovitijim se pokazalo pro¢i§¢avanje centrifugiranjem. '*'

Istrazivanje Seraglio i suradnika provedeno je u svrhu odredivanja u¢inka GID-a in vitro
na biodostupnost polifenola, minerala te antioksidacijsku aktivnost vrsta meda Mimosa
scabrella Bentham. Tijekom GID-a in vitro ispitivani polifenoli pokazali su izrazitu
Sto upucuje na to da vezanje polifenola na ostale sastavnice meda, poput minerala i proteina
sprjecava njihovu razgradnju. Za odredivanje sadrzaja polifenolnih spojeva prije GID-a
in vitro 1 nakon Zeluc€ane, tj. faze tankog crijeva upotrijebljena je metoda LC-ESI-MS/MS s
osjetljivos¢u odredenom parametrima granice detekcije (0,03 — 1,60 pg mL') i

granice odredivanja (0,20 - 3,20 pg mL™).?

Utjecaj ciklodekstrina na biodostupnost najznacajnijih polifenola komine masline
istrazivali su Radi¢ i suradnici pomocu simulacije probave in vitro tijekom faza GF i IF, te
njihov utjecaj na ispitivanje propusnosti pomocu Caco-2 epitelnih stanica. Polifenoli su
kvantificirani metodom HPLC-FLD te dobiveni rezultati pokazuju da su ciklodekstrini 1
matrica komine masline imali znacajan utjecaj na apsorpciju. Rezultati su bili specifi¢ni i
usko vezani za primijenjeni cikodekstrin i polifenol. Takoder, pokazano je da su istraZivani
polifenoli stabilni tijekom simulacije probave in vitro, a da su slobodni polifenoli primarno
apsorbirani pasivhom difuzijom, dok je kompleksna matrica komine masline negativno
utjecala na propusnost polifenola kroz epitel. Najvecu propusnost (67 %) imao je uzorak koji
je sadrzavao ekstrakt komine masline inkapsuliran s HP-B-CD-om u koncentraciji

16 mg mL™. 1%
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Sirovi propolis

U svrhu istraZivanja odredivanja biodostupnosti odabranih polifenolnih sastavnica propolisa u
uvjetima simulirane probave in vitro provedeno je preliminarno istrazivanje '** vezano za
spektrofotometrijska odredivanja glavnih polifenolnih skupina u etanolnim ekstraktima
sirovog propolisa iz razliCitih regija Hrvatske. U tu su svrhu uzroci sirovih propolisa
prikupljeni tijekom 2019. 1 2020. godine s podrucja kontinentalne i jadranske regije Republike
Hrvatske od lokalnih certificiranih pcelara (Tablica 2).

Tablica 2. Uzorci sirovih propolisa

Naziv i mjesto

. Podruéje/Zupanija izuzetog  Oznaka Geografske
podrijetla . . . .
. . sirovog propolisa propolisa koordinate
sirovog propolisa
Zagreb* Zagrebacka 7g 45°49'0"N 15°59'0"E
Valpovo* Osjecko-Baranjska Vip 45°40'N 18°25'E
Pozega Pozesko-Slavonska Pz 45°18'40"N 17°4424"E
Senj Licko-Senjska Snj 44°42'25"N 15°10"27"E
Dubrovnik Dubrovacko-Neretvanska Dub 42°39'13"N 18°05'41"E
Pesc¢enica Sisacko-Moslavacka Ps 45°13'15"N 16°15'5"E

* uzorci koriSteni u istrazivanju priprave uzorka i GID-u

Temeljem rezultata preliminarnog istraZivanja uzoraka propolisa '** navedenih u Tablici 2 u
kojem je u uzorcima kontinentalnog tipa s podrucja Zagreba (Zg) i Valpova (Vlp) odreden
najveci sadrzaj TP-a, TFF-a 1 TFD-a, za daljnje pokuse priprave uzorka i GID-a u ovom
doktorskom radu izabrani su navedeni uzorci. Ostali uzorci sirovih propolisa (Tablica 2)
primijenjeni su kao slijepe probe u razvoju ili modifikaciji te optimizaciji i validaciji

analitickih metoda za odredivanje odabranih polifenolnih sastavnica propolisa.
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3.2. Kemikalije

3.2.1. Priprava ekstrakata propolisa

= etanol apsolutni, Merck KGaA, (Darmstadt, Njemacka);

» n-heksan, Honeywell, (Seelze, Njemacka)

= dietileter, Sigma-Aldrich, (Steinheim, Njemacka)

= polietilenglikol 400, Sigma-Aldrich, (Mosbach, Njemacka);

» L-lizin, > 98 % (TLC), Sigma-Aldrich, (Schnelldorf, Njemacka);

» fruktoza, komercijalna, za kolace, August Toepfer Zuckerhandelsgesellschaft Mbh &
Co Kg, (Hamburg, Njemacka);

= dekstroza, Proseries dekstroza, EU za Polleo Adria d.o.o.;

= maltodekstrin, Proseries maltodekstrin, EU za Polleo Adria d.o.o0.;

= 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, Wacker Chemie AG, (Burghausen, Njemacka).

3.2.2. Spektrofotometrijske analize

» Folin-Ciocalteuov reagens (smjesa fosfovolframata 1 molibdata), Sigma-Aldrich,
(Buchs, Svicarska);

» natrijev karbonat, Sigma-Aldrich, (Steinheim, Njemacka);

= aluminijev klorid, Sigma-Aldrich, (Steinheim, Njemacka);

= sumporna kiselina, Sigma-Aldrich, (Steinheim, Njemacka);

» 2 4-dinitrofenilhidrazin (2,4-DNPH), Sigma-Aldrich, (Indija);

= kalijev hidroksid, Kemika, (Zagreb, Hrvatska);

= etanol, apsolutni, za analizu, Merck KGaA, (Darmstadt, Njemacka);

* metanol i voda (HPLC grade), Honeywell, (Seelze, Njemacka).

3.2.3. Tekucinskokromatografske analize

* metanol, HPLC-Cisto¢e, Honeywell, (Francuska);
» voda, HPLC-¢isto¢e, Honeywell, (Darmstadt, Njemacka);
» formijatna kiselina za masenu spektrometriju, ~98 %, Honeywell, (Mosbach,

Njemacka);
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3.2.4. In vitro simulacija GID-a

» o-amilaza iz ljudske sline, Sigma-Aldrich, (Saint Louis, Missouri, SAD);

= pepsin, svinjski, iz Zelucane sluznice, Sigma-Aldrich, (Saint Louis, Missouri, SAD);

= goveda zu¢, suha, nefrakcionirana, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD;

= pankreatin, svinjski, 8 x USP specifikacija, Sigma-Aldrich, (Saint Louis, Missouri,
SAD);

= kalcijev klorid dihidrat, ACS Reagent, > 99 %, Honeywell, Fluka, (Seelze, Njemacka);

= kloridna kiselina, puriss, p.a., ACS reagent, Reag. ISO, Reag. Ph. Eur,
fuming > 37 %, Sigma-Aldrich, (Seelze, Njemacka);

= kloridna kiselina Titripur, 1 mol L'l, Reag. Ph. Eur., Reag. USP, Merck KGaA,
(Darmstadt, Njemacka);

» natrijev hidrogenkarbonat, EMSURE, ACS, Reag. Ph. Eur., Merck KGaA,
(Darmstadt, Njemacka);

» natrijev hidroksid, granule za analizu, EMSURE ISO, Merck KGaA, (Darmstadt,
Njemacka);

* natrijev klorid krist., p.a., Kemika, (Zagreb, Hrvatska).

3.3. Pribor i oprema

U svim laboratorijskim pokusima koriSteno je stakleno laboratorijsko posude Cija preciznost i
tocnost odgovaraju medunarodnoj normi DIN. Sve priprave standardnih otopina i uzoraka
propolisa te analize pripravljenih uzoraka provedene su na umjerenoj i kvalificiranoj

laboratorijskoj opremi koja ukljucuje analitic¢ke instrumente 1 uredaje.

3.3.1. Obrada sirovog propolisa

» metalne laboratorijske Zlice i spatule, Bochem Instrumente GmbH, (Weilburg,
Njemacka);

= Jaboratorijsko sito veli¢ine pora 250 um, Retsch GmbH, (Haan, Njemacka);

= plasticne vrecice s zatvaratem od 1 L, dimenzija 18 x 26 cm;

* homogenizator, DP800 1000 W, La Moulinette XXL, Moulinex, (Francuska);

= kombinirani hladnjak/zamrzivac¢ (od 2 do 8 °C / - 20 °C) korisne zapremine 495 L,
HZO 700 BEZM, LTH Skofja Loka d. d., (Skofja Loka Slovenija).
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3.3.2. Priprava ekstrakata propolisa

= plasti¢ne Pasteurove pipete, 3 mL, DELTALAB S. L. U., (Barcelona, Spanjolska);

= stakleni lijevci, TLOS d. d., (Zagreb, Hrvatska);

= stakleni Stapi¢i, TLOS d. d., (Zagreb, Hrvatska);

» plasticne epruvete s odgovaraju¢im cEepovima, 12 mL, DELTALAB S. L. U,
(Barcelona, Spanjolska);

= plasti¢ne epruvete za centrifugiranje s odgovaraju¢im ¢epovima, 15 mL, DELTALAB
S. L. U., (Barcelona, Spanjolska);

= plasticne epruvete za centrifugiranje s odgovaraju¢im cepovima, 50 mL, DELTALAB
S. L. U., (Barcelona, Spanjolska);

= staklene laboratorijske ¢ase, 100 mL, 500 mL, 1000 mL, TLOS d. d., (Zagreb,
Hrvatska);

» metalne laboratorijske Zzlice 1 spatule, Bochem Instrumente GmbH, (Weilburg,
Njemacka);

= podesive automatske pipete s odgovaraju¢im nastavcima, od 10 uL do 100 pL, od 100
uL do 1000 puL, od 1000 puL do 5000 puL Eppendorf AG, (Hamburg, Njemacka);

= filter papir, Whatman No.4, promjer 110 mm, GE Healthcare UK Limited,
(Buckinghmanshire, Ujedinjeno Kraljevstvo);

= plasti¢ne brizgalice, 2 mL, CHIRANA T. Injecta, (Stara Tura, Slovacka);

= analiticka vaga HR-202, AND, (Frankfurt, Njemacka);

* potenciometrijski titrator sa staklenom elektrodom za mjerenje pH, 888 Titrando,
Metrohm AG, (Herisau, Svicarska);

= centrifuga Centric 322A, Tehtnica Zelezniki d. o. 0., (Zelezniki, Slovenija);

= ultrazvucna kupelj, RK-100 H, 230 V, Bandelin Sonorex, (Berlin, Njemacka);

» mikrovalna peénica, MW73E-WB, 800 W, Samsung Electronics (M) Sdn. Bhd.,
(Selangor, Malezija);

= rotacijski upariva¢, RV 10 control, IKA-Werke GmbH & Co. KG, (Staufen,
Njemacka);

» zamrzivac, Ultrafreezer - 50 °C / - 86 °C, Fiocchetti, (Luzzara, Italija);

= pH-metar, PH 843P, Schott-Gerétte GmbH, (Mainz, Njemacka);

= liofilizator, Lio 5P, Kambi¢ d.o.o0, (Sembic, Slovenija);

» magnetska mjeSalica, Assistent, TMA 2071, Karl Hecht KG, (Sondheim, Njemacka);
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upariva¢ dusikom s vodenom kupelji N-EVAP 112, Organomotion Associates Inc.,
Berlin, (Massachusetts, SAD);
hladnjak, temperatura od 2 do 8 °C, LTH Skofja Loka d. d., (Skofja Loka Slovenija).

3.3.3. Spektrofotometrijske analize

plasti¢ne Pasteurove pipete, 3 mL, DELTALAB S. L. U., (Barcelona, Spanjolska);
odmjerne tikvice Klasa A, 10 mL, 25 mL, 100 mL, ISOLAB Laborgerite GmbH,
(Eschau, Njemacka);

staklene laboratorijske ¢ase, 100 mL, 500 mL, 1000 mL, TLOS d. d., (Zagreb,
Hrvatska);

metalne laboratorijske Zlice 1 spatule, Bochem Instrumente GmbH, (Weilburg,
Njemacka);

podesive automatske pipete s odgovaraju¢im nastavcima, od 0,5 pL do 10 pL, od 10
pL do 100 pL, od 100 pL do 1000 pL, od 1000 pL do 5000 puL Eppendorf AG,
(Hamburg, Njemacka);

analiticka vaga, AND, HR 202, (Frankfurt, Njemacka);

kvarcna kiveta, 1 cm, HellmaOptik, (Jena, Njemacka);

UV-VIS spektrofotometar Jenway Double Beam 6800 s Flight Deck software verzija
1.0, Bibby Scientific Ltd., (Staffordshire, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.3.4. Tekucinskokromatografske analize

staklene laboratorijske ¢ase, 100 mL, 500 mL, 1000 mL, TLOS d. d., (Zagreb,
Hrvatska);

staklene pipete, Klasa AS, 5 mL, 10 mL, 25 mL, ISOLAB Laborgerdite GmbH,
(Eschau, Njemacka);

odmjerne tikvice Klasa A, 10 mL, 25 mL, ISOLAB Laborgerite GmbH, (Eschau,
Njemacka);

filtri od teflona za filtraciju otapala, promjera 47 mm, veliCine pora 1,5 um, Supelco
Analytical, Bellefonte, (Pennsylvania, SAD);

filtri od regenerirane celuloze, promjera 15 mm, veli¢ine pora 0,45 pm, Agilent

Technologies, (Waldbronn, Njemacka);
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= staklene bocice za HPLC-analizu s odgovaraju¢im cepovima, 2 mL, Agilent
Technologies, (Waldbronn, Njemacka);

» vakuum-pumpa ME4R, Vacuubrand GmbH, (Wertheim, Njemacka);

= vakuum-stanica Agilent Technology, Palo Alto, (Kalifornija, SAD);

» vakuum-jedinica za filtriranje i otplinjavanje pokretne faze Aura Supelco Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, (Taufkirchen, Njemacka);

= upariva¢ duSikom s vodenom kupelji N-EVAP 112, Organomotion Associates Inc.,
Berlin, (Massachusetts, SAD);

» tekucinski kromatograf HPLC SpectraSYSTEM s detektorom s nizom fotodioda UV-
6000 i ChromQuest 5.0 racunalnim programom, Thermo Separation Products, (San
Jose, Kalifornija, SAD);

» tekucinski kromatograf (U)HPLC Accela s detektorom s nizom fotodioda PDA i
ChromQuest 5.0 racunalnim programom, Thermo Fisher Scientific, Thermo Fisher
Scientific, (San Jose, California, SAD) (instrument i ra¢unalni program);

= kolona Zorbax Eclipse Plus C;g, 150 mm x 4,6 mm (unutarnji promjer), veliina
Cestica 3,5 um, s predkolonom 4-4, 14 mm x 4 mm (unutarnji promjer), veli¢ine

Cestica 5 pm, Agilent Technology, (Santa Clara, Kalifornija, SAD).

3.3.5. Simulacija GID-a in vitro

= zatamnjene plasticne epruvete za centrifugiranje s odgovaraju¢im cepovima, 15 mL,
50 mL, DELTALAB S. L. U., (Barcelona, Spanjolska);

» odmyjerne tikvice, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL, ISOLAB Laborgerite GmbH,
(Eschau, Njemacka);

= plasticne epruvete za centrifugiranje, 1,5 mL, DELTALAB S. L. U., (Barcelona,
Spanjolska);

» podesive automatske pipete s odgovaraju¢im nastavcima, od 0,5 pL do 10 pL, od
10 pL do 100 pL, od 100 pL do 1000 pL, od 1000 pL do 5000 uL. Eppendorf AG,
(Hamburg, Njemacka);

= staklene pipete, Klasa AS, 5 mL, 10 mL, 25 mL, ISOLAB Laborgerite GmbH,
(Eschau, Njemacka);

= staklene laboratorijske caSe, 100 mL, 500 mL, 1000 mL, TLOS d. d., (Zagreb,
Hrvatska);,
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» metalni stalci za epruvete, Bochem Instrumente GmbH, (Weilburg, Njemacka);

* membrane za dijalizu od regenerirane celuloze, Seamless semi-permeable, Spectra/Por
7 Dialysis Membrane, Pre-treated RC Tubing, MWCO: 3,5 kD, Spectrum Labs, (New
Brunswick, NJ, SAD);

= analiticka vaga HR-202, AND, (Frankfurt, Njemacka);

» pH-metar sa staklenom elekrodom Blue-line 18 pH, PH 843P, Schott-Geritte GmbH,
(Mainz, Njemacka);

= vodena kupelj s termostatom 1 tresilicom, GFL 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, (Burgwedel, Njemacka);

= centrifuga Rotanta 460, 460 R, Hettich Zentrifugen, (Tittlingen, Njemacka);

» zamrzivac, Ultrafreezer - 50 °C / - 86 °C, Fiocchetti, (Luzzara, Italija).

3.4. Referentni materijal

Tijekom razvoja, optimizacija i validacija spektrofotometrijskih i teku¢inskokromatografskih
metoda za odredivanja odabranih polifenolnih sastavnica u uzorcima propolisa i analiza
uzoraka sirovih propolisa i EEP te tijekom simulacije GID-a in vitro upotrijebljeni su

referentni standardi flavonoida i fenolnih sastavnica navedeni u Tablici 3.

Tablica 3. Fizikalne 1 kemijske karakteristike standarda polifenola

. . . Topljivost
Standard Oznaka Molekulska Molekulskz_llmasa Clitoca u vodi / Proizvodac
formula (g mol™) (%) 1
mg mL

. . Sigma-Aldrich,

Pinocembrin PC C,5H,0,4 256,25 99.0 0,5 Usbekistan
Galangin GN CisH,005 270,24 98,4  netopljiv Slgmiﬁl;dmh’
Krizin KR C5H,004 254,24 99,0 0,08 Slgm;ﬁlzdrlch,
Kavena kiselina ~ CA CoHO, 180,16 98,5 0,6 Slgmiﬁlzdmh’
Feniletil ester Sigma-Aldrich,

Kkavene kiseline CAPE Ci7H;604 302,33 99,62 0,02 Kina

Sigma-Aldrich,

Kvercetin QC C5H,004 302,23 96,0 0,06 Saint Louis,
Missouri, SAD
Galna kiselina ~ GA C/H,0s 170,12 95,5 11,9 Sigma-Aldrich,

Buchs, Svicarska
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3.5. Analiticke metode

3.5.1. Postupak obrade sirovog propolisa

Uzorci sirovih propolisa dostavljeni su u oznacene plasti¢ne vrecice te skladisteni do obrade u
zamrziva¢ na temperaturi od -10 do -20 °C. Zamrznuti uzorci sirovih propolisa su potom
mehanicki usitnjeni sjeckalicom 1 homogenizatorom te dodatno prosijani kroz laboratorijsko

sito kako bi se odvojila mehanicka onecis¢enja poput kora drveca, lis¢a 1 dr.

Tijekom obrade uzoraka sirovih propolisa provedena su ispitivanja organoleptickih

parametara: izgled, konzistencija, boja 1 miris.

Usitnjeni uzorci sirovog propolisa pohranjeni su u plasti¢ne vrecice na temperaturi od

-10 do -20 °C do analiza.

3.5.2. Postupci i tehnike ekstrakcije uzoraka propolisa

Ekstrakcija uzoraka sirovog propolisa provedena je na uzorku Vlp te su pri tome primijenjene
tehnike MCR, UPE i MPE, s obzirom da je MCR najjednostavnija, UPE dokazano jedna od

najuéinkovitijih, a MPE najbrza ekstrakcijska tehnika. ***

3.5.2.1. Ekstrakti propolisa

Koli¢ina 0,5 g homogeniziranog propolisa ekstrahirana je primjenom MCR, MPE i UPE uz
modifikacije temperature, vremena trajanja ekstrakcije i udjela otapala. Sve ekstrakcije
provedene su u triplikatima, a uvjeti provedenih ekstrakcija prema vrsti ekstrakcijske tehnike
prikazani su u Tablici 4. Nakon ekstrakcije uzorci su centrifugirani na 4 °C (4472 x g,
10 minuta) i pohranjeni u zamrzivacu (od -10 do -20 °C) preko noc¢i. Drugi dan uzorci su
ponovno centrifugirani u istim uvjetima i profiltrirani kroz filter papir kako bi se uklonio
vosak te su nadopunjeni istim otapalom do oznake volumena u odmjernoj tikvici od 10 mL.
Za analizu HPLC ekstrakt u 40 % EtOH pripravljen je na nacin da je 1,0 mL otopine ekstrakta
razrijedeno pokretnom fazom u omjernoj tikvici volumena 10 mL. Ekstrakti u 70 %-tnom, 80
%-tnom 1 90 %-tnom EtOH pripravljeni su razrijedivanjem 0,1 mL ekstrakta pokretnom

fazom u odmjernoj tikvici od 10 mL.
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Ekstrakti u 20 % PEG 400 analizirani su metodom HPLC direktno bez razrjedivanja, dok je
volumen od 1,0 mL pripravljenog 40 % PEG 400 ekstrakta razrijeden pokretnom fazom u
odmyjernoj tikvici od 10 mL.

Sve pripravljene otopine prije analize HPLC profiltrirane su kroz filtar od regenerirane

celuloze. Rezultati analiza HPLC izraZeni su u pg mL™" ekstrakta.

Tablica 4. Ekstrakcijski postupci i1 uvjeti ekstrakcija uzoraka sirovog propolisa

Vrsta Udio Omjer Uvijeti ekstrakcije
kstrakcije Otapalo  otapala ropolis: otapalo .
¢ ] (%) propofis: otap Vrijeme Temperatura (°C)
MCR EtOH 70 1:30 24 h Sobna
UPE EtOH 40 lh
EtOH 70 lh
EtOH 80 lh
1:10 Sobna
EtOH 90 lh
PEG 400 20 2h
PEG 400 40 2h
MPE EtOH 70 2x10s
PEG 400 20 L:10 2x10s i
PEG 400 40 2x10s
MCR = maceracija; UPE = ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija; MPE = mikrovalovima

potpomognuta ekstrakcija; EtOH = etanol; PEG 400 = polietilenglikol 400

3.5.2.2. Etanolni ekstrakt propolisa pripravljeni liofilizacijom

3.5.2.2.1. Pripravak bez nosaca

Uzorci EEP, dobiveni pripravom opisanom u poglavlju 3.5.2.1. sa 70, 80 1 90 % etanolom uz
UPE 1 koncentrirani uparavanjem pri snizenim tlakom i temperaturi 50 °C, liofilizirani su u
uvjetima tlaka 0,1 — 0,3 mbar i temperature -50 °C. Dobiveni liofilizati otopljeni su u 5 mL

ultradiste vode za analizu.

Za ispitivanje ucinka UPE na prinos polifenola iz EEP-a, u ekstrakt reduciran
uparavanjem pri snizenim tlakom 1 temperaturi 50 °C dodan je volumen 50 mL ultraciste
vode. Dobivena reakcijska smjesa ekstrahirana je 2 sata u ultrazvu¢noj kupelji, koncentrirana

uparavanjem pod snizenim tlakom 72 mbar i temperaturi 50 °C te liofilizirana u uvjetima
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tlaka 0,1 — 0,3 mbar i temperature -50 °C. Dobiveni liofilizat otopljen je u 5 mL ultraCiste

vode za analizu. Rezultati analiza HPLC izraZeni su u ug mL™ vodene otopine pripravka.
3.5.2.2.2. Priprava u vodi topljivog pripravka propolisa s L-lizinom (L-Lys)

Priprava je provedena uz modifikaciju u primjeni organskih otapala n-heksana i dietiletera u

odnosu na petroleter i etilacetat koristene u radu Ivanovske i suradnika 184

Koli¢ina 0,5 g sirovog homogeniziranog sirovog propolisa macerirana je sa 70 %-tnim
etanolom u omjeru etanol:propolis 30 : 1 tijekom 24 sata. Ekstrakt je filtriran kroz filter papir,
a potom i koncentriran uparavanjem pod snizenim tlakom i temperaturi 50 °C, nakon Cega je
provedena ektrakcija tekuée-tekuc¢e n-heksanom (3 x 20 mL) i dietileterom (3 x 20 mL).
Nakon uparavanja organskog otapala, ukoncentrirana frakcija otopljena je u 8 % vodenoj
otopini L-Lys uz mijesanje na temperaturi 50 — 60 °C, nakon ¢ega je otopina liofilizirana u
uvjetima temperature -50 °C i tlaka 0,1 — 0,3 mbar.

Dobiveni liofilizat otopljen je u 5 mL vode te je prije analize HPLC 0,2 mL te otopine
razrijedeno pokretnom fazom do oznake volumena u odmjernoj tikvici do 10 mL. Rezultati

analiza HPLC izraZeni su u pg mL™' vodene otopine pripravka.

3.5.2.2.3. Priprava u vodi topljivog kompleksa propolisa kompleksiranjem EEP i vodene
otopine ugljikohidrata

Pripravljene su 2,0, 4,0 1 6,0 % m/V vodene otopine ugljkohidrata za fazu inkapsulacije
nosacem.

Na uzorku Vlp propolisa inkapsulacija EEP-a provedena je sa sljede¢im nosacima:
fruktozom (FRC), dekstrozom (DX), maltodekstrinom (MD) i 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom (HP-B-CD-om). Na uzorku Zg propolisa inkapsulacija EEP-a provedena je s
HP-B-CD-om. EEP je pripravljen postupkom opisanim u poglavlju 3.5.2.2.1. u 70 %-tnom
etanolu te je ekstrahiran 1 sat tehnikom UPE. Uzorak je potom koncentriran uparavanjem pod
snizenim tlakom 1 temperaturi 50 °C te je u koncentrat dodano 50 mL 2,0, 4,0 ili 6,0 % m/V’
vodene otopine odredenog ugljikohidrata. Inkapsuliranje dobivene smjesa potpomognuto je
ultrazvukom u ultrazvuc¢noj kupelji tijekom 2 sata pri sobnoj temperaturi. Otopina kompleksa
je potom koncentrirana uparavanjem pod snizenim tlakom (72 mbar) i temperaturi 50 °C, a

koncentrat liofiliziran u uvjetima temperature -50 °C 1 tlaka 0,1 — 0,3 mbar.
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Liofilizati su otopljeni u 5 mL ultraiste vode nakon ¢ega je volumen od 1,0 mL
dobivene suspenzije s FRC, DX i MD razrijeden s pokretnom fazom do oznake volumena u
odmjernoj tikvici volumena 10 mL, a suspenzija s HP-B-CD-om razrijedena je tako da je
0,2 mL suspenzije razrijedeno pokretnom fazom do oznake volumena 10 mL u odmjernoj

tikvici.. Rezultati analiza HPLC izraZeni su u ug mL™" vodene otopine kompleksa.

3.5.2.2.4. Priprava u vodi topljivog kompleksa etanolnog ekstrakta smjese standarda PC, KR,
GN, CA i CAPE i vodene otopine HP-f-CD

Postupkom opisanim u poglavlju 3.5.2.2.3. pripravljeni su i etanolni ekstrakti smjese
standarda PC, KR, GN, CA i CAPE (EESS) koncentracija PC (40 uL-mL™"),KR (12 pL-mL™),
GN (20 pL-mL™), CA (3,0 uL-mL™") i CAPE (4,0 uL-mL™"), a kao nosa¢ primijenjen je
HP-B-CD u koncentraciji 2,0 % m/V. Rezultati analiza HPLC izraZeni su u pg mL™ vodene

otopine kompleksa.

3.5.3. Spektrofotometrijske analize

Spektrofotometrijske metode UV/VIS opisane, modificirane, optimizirane 1 validirane u
preliminiranom istrazivanju odredivanja sadrzaja TP, TFF 1 TFD u etanolnim ekstraktima
sirovih propolisa navedenih u Tablici 2 primijenjene su i za odredivanja sadrzaja TP, TFF i
TFD u kompleksima EEP-a uzoraka VIp i Zg propolisa te kompleksa smjese standarda (std

mix) prije 1 nakon svake faze simulacije GID-a in vitro.

3.5.3.1. Radni uvjeti i priprava otopina uzoraka za spektrofotometrijske analize

Odredivanje sadrzaja TP

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola provedeno je koriste¢i Folin-Ciocalteu-ov reagens. Za
izradu bazdarne krivulje korisStena je temeljna otopina smjese standarda PC:GN koncentracije
1,0 mg mL™" u omjeru 2 : 1, a radni standardi pripravljeni su u radnom podru&ju od 16,5 do
330 pg mL™.

Uzorak za analizu volumena 0,1 mL razrijeden je 80 %-tnim etanolom u odmjernoj
tikvici volumena 10 mL kako bi koncentracija odgovarala radnom podru¢ju metode. Alikvot
od 0,5 mL dobivene otopine dodan je u odmjernu tikvicu volumena 25 mL u koju je

prethodno dodano 7,5 mL destilirane vode, nakon cega je dodano 2 mL Folin-Ciocalteau
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reagensa i 3 mL 20 %-tne vodene otopine natrijevog karbonata. Odmjerna tikvica je potom
nadopunjena destiliranom vodom do oznake volumena te je skladiStena u mraku na sobnoj
temperaturi tijekom 2 sata (= 3 min). Apsorbancija dobivene otopine mjerena je na 760 nm.

Rezultati za sadrzaj TP-a izraZeni su u ug PC:GN mL" vodene otopine kompleksa.

QOdredivanje sadrzaja TFF

Sadrzaj ukupnih flavona 1 flavonola odreden je primjenom 5 % metanolne otopine
aluminijevog klorida (AICls). Priprava bazdarnih krivulja za metodu TFF s QC kao
referentnim standardom provedena je pripravom Sest razliCitih koncentracija u rasponu
od 1 do 64 pgmL™".

Uzorak za analizu volumena 0,1 mL razrijeden je 80 %-tnim etanolom u odmjernoj tikvici
volumena 10 mL. U odmjernoj tikvici volumena 25 mL je alikvot od 1,0 mL dobivene
otopine razrijeden s 10 mL metanola, te je dodano 0,5 mL metanolne otopine aluminijevog
klorida i dopunjeno metanolom do oznake volumena. Reakcijska smjesa u odmjernoj tikvici
skladiStena je 30 minuta u mraku i na sobnoj temperaturi. Apsorbancija dobivene otopine
mjerena je na 415 nm. Rezultati za sadrzaj TFF-a izraZeni su u pg QC mL™ vodene otopine
kompleksa.

Odredivanje sadrzaja TFD

Metanolna otopina PC-a koristena je kao standardna otopina za pripravu bazdarne krivulje za
metodu TFD u rasponu od 90 do 900 pg mL™.

Uzorak za analizu volumena 1,0 mL razrijeden je 80 %-tnim etanolom u odmjernoj tikvici
volumena 10 mL kako bi koncentracija reakcijske smjese odgovarala linearnom radnom
podrucju metode. Reagens 2,4-DNPH pripravljen je otapanjem 1 g 2,4-DNPH u 2 mL 96 %-
tne sulfatne kiseline u odmjernoj tikvici volumena 100 mL te je dobivena smjesa razrijedena
metanolom do oznake volumena. MijeSanjem 1 mL razrijedene otopine uzorka i 2 mL otopine
2,4-DNPH u odmjernoj tikvici dobivena je reakcijska smjesa koja je potom zagrijavana u
vodenoj kupelji na 50 °C / 50 min. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, reakcijska smjesa u
odmjernoj tikvici razrijedena je 10 %-tnim etanolnom otopinom kalijevog hidroksida
(80 %-tni etanol). Volumen 1,0 mL dobivene otopine potom je razrijeden metanolom u
odmjernoj tikvici volumena 25 mL, a dobivena otopina je centrifugirana (4472 x g, 10
minuta). Apsorbancija nadtaloga mjerena je na 495 nm. Rezultati za sadrzaj TFD-a izraZeni su

u ug PC mL™! vodene otopine kompleksa.

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 47

3.5.4. Tekucinskokromatografske analize (RP-HPLC-PDA)

3.5.4.1. Radni uvjeti
Kromatografski uvjeti metode RP-HPLC-PDA za odredivanje pojedina¢nih PC, KR, GN, CA,
CAPE polifenola metodom vanjskog standarda u ekstraktima i pripravcima propolisa

prikazani su u Tablici 5:

Tablica 5. Kromatografski uvjeti metode tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
obratnih faza uz primjenu UV-detektora s nizom fotodioda (eng. Reversed Phase High

Performance Liquid Chromatography - Photodiode Array Detection, RP-HPLC-PDA)

Pokretna faza A : B *=45: 55; izokratno eluiranje
Volumen injektiranja 5uL

Temperatura kolone 25°C

Temperatura injektiranja 25°C

Valna duljina detekcije 290 nm

Protok mobilne faze 0,9 mL min™

Tlak na koloni 190 bar

Vrijeme analize 40 minuta

* A=Y (voda, metanol, formijatna kiselina) =97 : 2 : 1
B = metanol3.5.4.2. Priprava standardnih otopina odabranih polifenola za
RP-HPLC-PDA analizu

Izvorne otopine PC, KR, GN, CA i CAPE masenih koncentracija 1,0 mg mL™" pripravljene su
otapanjem certificiranih referentnih materijala u metanolu.

Standardna otopina kalibratora je smjesa PC, KR, GN, CA i CAPE, a pripravljena je
razrjedivanjem alikovota izvorne otopine pojedinog polifenola pokretnom fazom. Masene

koncentracije pojedinog polifenola u kalibracijskim otopinama navedene su u Tablici 6.
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Tablica 6. Kalibracijske otopine za analizu RP-HPLC-PDA

Kalibrator 7 (ng mL)
PC KR GN CA CAPE
1. 2 5 2 1
2. 10 5 3
3. 10 8 15 10 5
4. 20 10 20 20 8
5. 30 12 25 30 10
6. 50 15 30 50 15
7. 60 18 40 60 20
8. 70 20 50 70 30
PC - pinocembrinj KR - krizinj GN — galanginj CA - kavena kiselina;

CAPE — feniletil ester kavene kiseline

3.5.4.3. Validacija metode RP-HPLC-PDA

Validacija metode provedena je u laboratorijskim uvjetima provedbom validacijskog
protokola prikazanog u Tablici 7, a sukladno zahtjevima definiranim za kompleksne matrice u

"85 Rezultati su obradeni i statisticki primjenjujuci opisnu statistiku,

Eurachem vodicu
linearnu regresiju i jednoslojnu analizu varijance (ANOVA: Single Factor, p > 0,05).

Selektivnost metode provjerena je usporedbom reprezentativnih kromatograma
pokretne faze, otopina standarda, uzoraka matrice (uzorci propolisa), uzorka bez ciljnih
analita te uzorka obogaéenog smjesom standarda.

Potvrda linearnosti provedena je na osam kalibracijskih tocaka (kalibratora) u
sljede¢im intervalima nominalnih koncentracija polifenola: PC 37 pug mL™, 6,7 — 233,3 %;
KR 12 pg mL™", 16,7 — 166,7 %; GN 20 pg mL™", 20 — 200 %; CA 3 pg mL™, 6,7 — 233,3 %;
CAPE 4 pg mL™", 10 — 300 %. Za svaku kalibracijsku to¢ku odredena je srednja vrijednost
povrsina kromatografskih pikova. Rezultati su obradeni linearnom regresijom te je odreden
nagib 1 odsjecak bazdarnog pravca i Pearsonovog koeficijent korelacije (7p).

Preciznost je ispitana visekratnim injektiranjem standardne smjese analita unutar istog
dana (ponovljivost) i nekoliko dana uzastopno (srednja preciznost) te ponovljivoscéu priprave

uzorka 1 ponovljivoséu priprave uzorka drugi dan s kemikalijama drugih proizvodnih serija.

Izracunat je %RSD svih mjerenja.
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Granica detekcije (GD) pojedina¢nih analita PC, KR, GN, CA i CAPE u metodi
odredena je izraCunom standardnog rezidualnog odstupanja (s) i nagiba kalibracijske krivulje

prema sljedecoj jednadzbi:

GD = 3,3 X

nagib
Granica odredivanja (GO) analita PC, KR, GN, CA i CAPE u metodi odredena je izracunom
standardnog rezidualnog odstupanja (s) i1 nagiba kalibracijske krivulje prema sljedecoj

jednadzbi:

GO =10 X -
nagib

Tocnost metode provjerena je obogacivanjem matrice uzorka poznatom koncentracijom
smjese analita 1 odredena je na tri kalibracijske tocke unutar radnog podrucja metode (GO,
100 % 1 >150 % nominalne koncentracije polifenola). Za provedbu testa tocnosti metode
koriSten je propolis Du kao slijepa proba (Tablica 2). Izracunati su analiti¢ki povrati analita iz
matrice (engl. Recovery) 1 vrijednosti %RSD. Kriterij prihvatljivosti analitickog povrata
sukladan je vodi¢u AOAC za dodatke prehrani i bilike (AOAC, 2002). %
Robusnost je ispitana provjerom stabilnosti otopina smjese standarda i otopina uzorka

u pokretnoj fazi:

= nakon 72 sata na sobnoj temperaturi na svjetlu i u mraku;

= nakon 60 dana pohranjenih na temperaturi od 2 do 8 °C;

= tijekom dva ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja na -20 °C.
Razlika izmedu masenih koncentracija svjeze pripravljenog uzorka i istog uzorka nakon
cuvanja na propisanoj temperaturi mora biti < 2,0 %. Dodatno je robusnost provjerena
utjecajem promjene volumnog udjela pojedinog otapala u pokretnoj fazi (£ 10 %), utjecajem
promjene temperature okoline (= 10 °C), utjecajem volumena injektiranja, utjecajem protoka

pokretne faze te utjecajem reagensa i kromatografskih kolona razli¢itih proizvodnih serija.
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Tablica 7. Validacijski kriteriji

Validacijski pokazatelj

Kriterij prihvatljivosti

Prikladnost kromatografskog sustava
Vrijeme zadrZavanja (#z)
Broj teorijskih tavana (V)
Ponovljivost injektiranja (%RSD)
Razlucivanje (Rs)
Faktor asimetrije (4,)
Povrsina ispod krivulje
Selektivnost
Relativno zadrZavanje ® *
Razlucivanje (Rs)
Linearnost
Radno podrucje **
Koeficijent rp
Preciznost
Ponovljivost injektiranja (%RSD, n = 9)
Ponovljivost priprave uzorka (%RSD, n = 6)
Srednja preciznost (%RSD, n = 6)
Tocnost
Analiticki povrat ***
Granica detekcije®****

Granica odredivanja®****

Robusnost
Stabilnost ****

<1
> 2000
<2,0%
>2,0
0d 0,8 do 1,6
<2,0%

97,5% <r<102,5%
>2,0

min. od 50 % do > 150 %
0,99 <rp < 1,00

<2%
<10 %
<10%

od 80 % do 110 %

s
GD =3,3 X -
nagib
s
GO =10 x -
nagib
>24h

n broj uzoraka

S/N  omjer visine kromatografskog pika i Suma osnovne linije

ok u odnosu na nominalnu koncentraciju analita.

fxk

100 i > 150 % nominalne koncentracije analita.
kokkk

temperaturi od 2 do 8 °Ciod -10 do -20 °C.
*A*EE jzracun prema jednadzbama u poglavlju 3.5.4.3.

omjer f analita ekstrahiranog iz matrice i fg analita standardne otopine.
srednja vrijednost analitickih povrata analita na konc. koje odgovaraju GO

otopina smjese standarda i uzorka mora biti stabilna pri cuvanju na
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3.6. Simulacija GID-a in vitro

3.6.1. Protokol simulacije GID-a in vitro

Staticki model simulirane GID in vitro u frakcijama prikazanim u Tablici 8. proveden je u
skladu s protokolom razvijenim prema Minekus i1 suradnicima te unaprijedenim prema

. .. e . . 175.18
Brodkorb i suradnicima s manjim izmjenama. ' '’

Tablica 8. Oznake pojedinih frakcija tijekom in vitro simulirane gastrointestinalne probave

Oznaka Naziv frakcije

NU Neprobavljeni uzorak

OF Oralna frakcija (eng. Oral Fraction, OF)

GF Zeludana frakcija (eng. Gastric Fraction, GF)

IF-C Crijevna frakcija nakon centrifugiranja (eng. Intestinal Fraction, IF-C)
Din Otopina unutar membrane za dijalizu, predstavlja dijalizibilnu frakciju
Dout Otopina izvan membrane za dijalizu, predstavlja nedijalizibilnu frakciju

Uzorci kompleksa EEP Vlp i HP-B-CD, EEP Zg i HP-B-CD, i EESS i HP--CD podvrgnuti su
OF, GF i IF probave, a detaljan sastav simulirane oralne (SOT), Zeludane (SZT) i crijevne
tekucine (SCT) prikazan je u Tablici 9., dok je protokol izvodenja simulirane GID in vitro

prikazan shematski na Slici 9.
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HPLC-PDA,
> UV/VIS
l + Simulirana otopina sline (eng. Simulated Salivary Fluid, SSF) supernatant.
* g-amilaza talog HPLCPDA
*PH 7.0 T LU ovws
Oralna faza g8 Inkubacija 5 minuta na 37 °C uz mijesanje
¢ Simulirana otopina Zelu¢anog soka (eng. Simulated Gastric Fluid,\ supernatant,
SGF) talog HPLC-PDA,
. * Pepsin u HCI UV/VIS
Zelutana [EAESTEEE! s
faza - .
* Inkubacija 2 sata na 37 °C uz mijesanje )
. . . N . T\ supernatant,
 Simulirana otopina crijevnog sadrzaja (eng. Simulated Intestinal talog HPLC-FDA,
Fluid, SIF) UV/VIS
» » NaOH, pH 7-7,5 L
Cr;.g;;na * Pankreatin i Zucne soli
« Inkubacija 2 sata na 37 °C uz mijesanje Y,
l supernatant, [ HPLC-PDA,
talog UV/VIS
Dijaliza Centrifugiranje
Polupropusna membrana 20 minuta, + 4 °C, 4000 rpm
Slika 9. Protokol izvodenja pokusa simulacije GID-a in vitro
Tablica 9. Priprava izvornih simuliranih probavnih tekuéina.
Simulirana Volumen otopine (mL)
probavna K(] KH,PO, NaHCO; NaCl MgCL(H,0)s (NH4),CO;
’e - } i i } & N
tekuina *  (373gL") (68gL") (84gL") (117gL") (305gL" @8gL™
SOT 15,1 3,7 6,8 - 0,5 0,06
SZT 6,9 0,9 12,5 11,8 0,4 0,5
SCT 6,8 0,8 42,5 9,6 1,1 -

* Konacni volumen svake probavne tekucine je 500 mL, koncentracije 1,

25x

Simulacija probave zapoceta je u ustima (OF) dodavanjem volumena 5 mL uzorka (vodena

suspenzija kompleksa smjese standarda ili EEP-a sa HP-B-CD)

u zatamnjenu plasticnu

epruvetu za centrifugiranje volumena 50 mL te je pomijesana s 4,0 mL SOT. Nakon toga, u

smjesu je dodano 0,5 mL vodene otopine a-amilaze (1500 U-mL™" u SOT), 25 uL 0,3 mol-L™!
CaCly 1 225 pL destilirane vode kako bi omjer uzorka u odnosu na SOT bio 1 : 1 (V/V).

Smjesa je inkubirana u vodenoj kupelji na 37 °C tijekom 5 minuta uz

mijeSanje. Za simulaciju

zelutane faze (GF), u smjesu iz OF dodano je 8,0 mL SZT, 0,667 mL otopine pepsina
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(2000 U mL™ u SZT), 5 pL 0,3 mol L' CaCl, i 0,448 mL destilirane vode. Smjesa je

inkubirana u vodenoj kupelji s mjeSalicom na 37 °C tijekom 2 sata uz mijeSanje.
Dva odvojena protokola provedena su u svrhu simulacije crijevne faze (IF):

= 1. MODEL (IF-C):
U GF je dodano 8,0 mL SCT, zatim 5,0 mL otopine pankreatina
(800 U mL™" u SCT), 3,0 mL 160 mmol L™ Zu¢nih soli, 40 pL 0,3 mol L™
CaCl,, 0,15 mL 1 mol L' NaOH i 3,16 mL destilirane vode. Otopina NaOH

dodana je u smjesu zbog neutralizacije smjese na pH 7,0. Reakcijska smjesa

je ponovno stavljena na mijesSanje u vodenu kupelj na 37 °C tijekom 2 sata.

= 2. MODEL (dijaliza kroz polupropusnu membranu):

U GF su dodani enzimi i reagensi u jednakim koncentracijama kao u 1.
modelu, medutim, u epruvetu s GF uronjena je i polupropusna membrana za
dijalizu kojoj je uloga bila simuliranje stjenke tankog crijeva. Membrana
duljine 10 cm uronjena je u destiliranu vodu 30 minuta te nakon toga
temeljito isprana mlazom destilirane vode. Jedan kraj membrane ucvrséen je
savitljivom plasticnom vrpcom te je membrana napunjena s 5 mL vodene
otopine natrijevog klorida (0,9 % m/V) 1 5 mL vodene otopine natrijevog
hidrogenkarbonata (0,5 mol L™). Nakon punjenja, uévri¢ena je i na drugom
kraju te je tako pripravljena uronjena u smjesu crijevne faze i stavljena na
mijesanje u vodenu kupelj na 37 °C tijekom 2 sata.

Po zavrsetku svake faze (OF, GF, IF-C, Din 1 Dout) uzorci su stavljeni na ledenu kupelj 10

minuta 1 centrifugirani pri 4 °C 20 minuta na 4472 x g kako bi se odvojili topljivi od

netopljivih spojeva, a zatim su alikvoti pohranjeni na -80 °C do analiza.

Koncentracija pojedinih standarda u kompleksu EESS-a i HP-B-CD-a prilikom
provedbe in vitro simulacije probave odredena je uzimaju¢i u obzir dobivene prosjecne
koncentracije polifenolnih spojeva u kompleksu EEP s HP-B-CD-om (opisano u poglavlju
Rezultati 4.3.2., Tablica 18).

Uzorak slijepe probe sadrzavao je vodu, enzime i probavne tekucine. Svaki uzorak
analiziran je u triplikatu, a tijekom provedbe pokusa nisu izuzimani alikovti iz pojedinih faza,

nego je svaka faza probave provedena u odvojenim epruvetama kako bi se osigurala
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homogenost uzorka tijekom svake faze. Izvorne otopine enzima pripravljane su netom prije
pokusa te su drzane na ledenoj kupelji do primjene. Prije analize HPLC-, alikvoti uzoraka
razrijedeni su pokretnom fazom i analizirani ili su direktno analizirani bez razrjedivanja,

ovisno o koncentraciji analita u pojedinoj fazi.

3.6.2. Analize uzoraka prije i nakon oralne, Zelucane i crijevne faze probave

3.6.2.1. Spektrofotometrijska analiza uzoraka prije i nakon oralne, Zelu¢ane i crijevne faze
probave
Uzorci kompleksa kojima je odreden sadrzaj TP, TFF 1 TFD prije i nakon in vitro simulacije

GID-a UV/Vis spektrofotometrijskim metodama opisanim u odjeljku 3.5.3. su:

= EEP Vlp i HP-B-CD-a;
= EEP Zgi HP-B-CD-a;
= EESS-ai HP-B-CD-a.

3.6.2.2. Priprava otopina kompleksa smjese standarda polifenola u uzorcima prije i nakon

simulacije GID-a in vitro za analizu RP-HPLC-PDA

Volumen 0,2 mL kompleksa EESS nadopunjen je do oznake volumena 10 mL pokretnom
fazom. Pripravljena otopina prije analize HPLC profiltrira se kroz filter od regenerirane

celuloze.

3.6.2.3. Priprava otopina uzorka Zg i Vlp propolisa prije simulacije GID-a in vitro u

ekstraktima 1 kompleksima propolisa za analizu RP-HPLC-PDA

U potpoglavlju 3.5.2.2.3. opisana je priprava otopine uzoraka u ekstraktima i kompleksima Zg

1 Vlp propolisa prije in vitro simulacije GID-a.

Kompleks EEP-a i HP-B-CD uzorka Du propolisa obogacen smjesom standarda PC,
KR, GN, CA 1 CAPE za analizu analitickog povrata u tri koncentracijska nivoa smjese
standarda pripravljen je u koncentracijama GO, nominalna koncentracija (NK) i koncentracija
> 150 % prema vrijednostima navedenim u Tablici 10. Za HPLC analizu volumen 0,2 mL

kompleksa EEP-a uzorka Dub i HP-B-CD-a nadopunjen je do oznake volumena 10 mL
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pokretnom fazom. Pripravljena otopina prije HPLC-analize profiltrira se kroz filter od

regenerirane celuloze.

Tablica 10. Koncentracija PC, KR, GN, CA i CAPE u otopini uzorka na tri koncentracijska

nivoa za odredivanje to¢nosti metode

y (ng mL™)
Parametar
PC KR GN CA CAPE
GO 0,7 0,3 0,9 5,5 0,4
NK 37 12 20 25 4,0
> 150 % 65 19 45 65 25

3.6.2.4. Priprava otopina standarda i uzorka Zg i VIp propolisa nakon svake faze simulacije

GID-a in vitro za analizu RP-HPLC-PDA

Volumen 0,2 mL uzorka nakon svake faze probave otopljen je u 2,8 mL pokretne faze do
kona¢ne koncentracije 0,067 mg mL™. Otopina iz Din faze analizirana je nerazrijedena. Prije

analize HPLC otopina uzorka je profiltrirana kroz filter od regenerirane celuloze

3.6.3. Izracun udjela biodostupnih polifenola

Biodostupnost je izrazena kao udio polifenolnog spoja otopljenog u Din odnosno topljivoj
frakciji nakon IF-C u odnosu na otopinu uzorka/standarda prije in vitro simulacije probave.
Dijalizibilnost je izracunata kao udio polifenolnih spojeva dostupnih za apsorpciju, odnosno

udio dijalizibilnih spojeva unutar membrane za dijalizu u odnosu na neprobavljeni uzorak.

¥ (polifenoli oslobodeni nakon IF — C ili Din) o

100
Yy (NU)

Biodostupnost (%) =

o y (polifenoli unutar membrane, Din)
Dijalizibilnost (%) = VD) X 100

Stabilnost polifenola tijekom GID-a je izraCunavanjem udjela biodostupnosti nakon svake

faze probave u odnosu na neprobavljeni uzorak prema jednadzbi:
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y (polifenoli u uzorku nakon svake faze probave) 9

100
Yy (NU)

Stabilnost (%) =

Iskoristivost je frakcija s ukupnim probavljenim polifenolima (Din+Dout), a izraCunava se:

y[(polifenoli Din) + y (polifenoli Dout)] o

100
Yy (NU)

Iskoristivost (%) =

Ostatak nakon crijevne faze je frakcija koja nije biodostupna nakon OF, GF i IF, ova frakcija

dospijeva u debelo crijevo, a izraCunava se:

y (polifenoli u Dout frakciji) o

100
Yy (NU)

Ostatak nakon crijevne faze(%) =

gdje je:

IF-C — biodostupni polifenoli nakon centrifugiranja crijevne frakcije,
Din — dijalizibilni polifenoli,

Dout — nedijalizibilni polifenoli,

Din + Dout — ukupni iskoristivi polifenoli nakon dijalize.
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3.7. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati analizirani su pomocu statistickog programa Stata 13.1 (Stata Corp. USA).

Koncentracije pojedinih polifenola ekstrahiranih postupcima ekstrakcije bez nosaca
usporedene su neparametrijskim Kruskall Wallisovim (KW) testom. Budu¢i da su opazene
razlike u koncentraciji bile statisticki znacajne, pojedinac¢ne vrijednosti usporedene su
Dunnovim post-hoc statistickim testom kako bi se utvrdilo koji se postupci ekstrakcije,
odnosno koncentracije polifenola, statisticki razlikuju ako se usporede medusobno svaki
sa svakim.

Dobivene vrijednosti koncentracija pojedinih polifenola koriStenjem razlicitih nosaca
usporedene su neparametrijskim Kruskal Wallisovim testom. Budu¢i da su opazene razlike u
koncentraciji polifenola primjenom razli¢itih nosaca bile statisticki znacajne, medusobno su
usporedene koncentracije Dunnovim post-hoc testom. Opazene razlike izmedu dviju
vrijednosti odredenog analita smatrane su statisticki znac¢ajnima ako je vjerojatnost pojave
uocene razlike bila manje od 0,05 (p < 0,05).

Razlike u koncentracijama polifenola dobivenih primjenom istog nosaca, ali iz
propolisa razli¢itog izvora (Zg i1 Vlp) statisticki su usporedene neparametrijskim Mann
Whitneyevim testom.

Na isti na¢in na koji je usporedena uspjeSnost ekstrakcije, usporedene su koncentracije
u razlic¢itim fazama in vitro simulirane GID-a. Koncentracije u pojedinim fazama usporedene
su Kruskall Wallisovim neparametrijskim testom te Dunnovim post-hoc testom medusobne
faze ako je KW testom utvrdena statisticki znac¢ajna razlika. Vrijednosti vjerojatnosti manje

od 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnima.
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§ 4. REZULTATI

4.1. Fizikalno-kemjska svojstva sirovog propolisa

Organoleptickim ispitivanjima opazena su svojstva navedena u Tablici 11 istrazivanih

uzoraka sirovih propolisa (Slika 10).

A) B)

) D)

| re— -

E) F)

—

Slika 10. Izgled sirovog propolisa prikupljanog s podrucja: A) Zagreba, B) Valpova,
C) Pozege, D) Senja, E) Dubrovnika i F) PeS¢enice (vlastite fotografije)
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Tablica 11. Organolepticka svojstva istrazivanih uzoraka propolisa

Oznalfa Izgled i struktura Boja Miris
propolisa
Smolasta heterogena smjesa s y y Intenzivan
Zg .. A . Zuto-narancasta A
primjesama kore i liS¢a drveca aromaticni
Vip Smo}asta heterog.eqil ’srnj esa s Juto-narandasta Umj eren.
primjesama kore i lis¢a drveca aromaticni
Py Rahla heterogena smjesa s Smeda Umjeren
primjesama kore i liS¢a drveca aromaticni
Kompaktan uzorak, ljepljive Tamnosmeda Slabo aromati¢ni
Snj strukture, s primjesama kore 1 lis¢a
drveca
Kompaktan uzorak, ljepljive Tamnosmeda-crna  Slabo aromati¢ni
Du strukture, s primjesama kore 1 lis¢a
drveca
Kompaktan uzorak, ljepljive Smeda Umjeren
Ps strukture, s primjesama kore 1 lis¢a aromaticni

drveca
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4.2. Razvoj i optimizacija teku¢inskokromatografske metode

Modifikacija teku¢inskokromatografskih uvjeta metode Escrichea i suradnika, a zatim Cunhe
1 suradnika te Barbaric¢ i suradnika provedena je sa sedam kombinacija kromatografskih uvjeta
(Tablica 12) u svrhu razdvajanja odabranih polifenola PC, GN, KR, CA i CAPE metodom
RP-HPLC-PDA. %7 Rezultati u¢inkovitosti kombinacija prikazani su u Tablici 12, a
specificni kromatogrami Slikama 11 i 12. Shodno tome, najucinkovitija 7. kombinacija
kromatografskih uvjeta metode RP-HPLC-PDA je dodatno modificirana daljnjom
kombinacijom 1 interakcijom eksperimentalnih modela povecanja/smanjenja udjela otapala u
A odnosno B komponenti pokretne faze (Tablica 13). Prikladnost kromatografskog sustava
ispitana je pra¢enjem kriti€nih kromatografskih parametara: vrijeme zadrzavanja (tz), faktor
simetrije (4s), broj teoretskih tavana (N), razluCivanje (R,,) 1 faktor zadrzavanja (k). Uvjet

odabira kona¢nih kromatografskih uvjeta metode RP-HPLC-PDA za daljnja istrazivanja na

kompleksnim uzorcima propolisa odnosio se na razlu¢ivanje odabranih polifenola, R < 2.

Tablica 12.  Utjecaj kromatografskih uvjeta na razlu¢ivanje polifenola pinocembrina (PC),
krizina (KR), galangina (GN), kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE)
metodom RP-HPLC-PDA

Kolona Dimenzije Br. Pokretna faza flillisran'e Razultvanle, &,
1€ mod. (A:B)* ) 1 cA PC KR CAPE GN
Phenomenex 250 x 4,6 1. 5% FK : ACN gradijent* 0,6 0,3 1,1 - 0,9
Lichrospher  mm; 5 pm
Cis
Phenomenex 125x4 2. 5%FK:ACN gradijent* 2,8 - 2,1 0,2 0,4
Lichrospher ~ mm; 5 pm
RP-18¢ 3. 5%FK:M  35:65; 0,9 08 27 16 1,7
izokratno
4. 0,1% FK:M  35:65; 0,9 - 14 - -
izokratno
Supelco 100 x 4,6 5. 0,1 % FK:M  35:65; 22 1,5 1,3 0,7 1,1
Chromolith mm; 2 pm izokratno
Performance 6. V:M:FK** izokratno 4,6 1,1 08 04 1,1
RP-18e¢
Agilent 150x 4,6 7. V :M: FK** izokratno 1,3 1,4 44 4.4 3,6
Zorbax mm; 3,5
Eclipse Plus  um
C18

# voda (V); acetonitril (ACN); metanol (M); formijatna kiselina (FK); broj modifikacije (Br. mod.)

* 0—3min 10— 15 % B; 3 — 18 min 15 —40 % B; 18 — 24 min 40 % B; 24 — 27 min 40 — 66 % B;

27 —33 min 66 - 70 % B; 33 — 40 min 70 — 75 % B; 40 — 45 min 75 — 80 % B.
*¥*AO3V:5M:2FK):BBV:95M:2FK)=35:65
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Slika 11. Kromatogram otopine smjese standarda polifenola pinocembrina (PC), krizina
(KR), galangina (GN), kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) masene
koncentracije y = 10 pg mL™ analizirane metodom RP-HPLC-PDA na valnoj duljini 4 = 290
nm primjenom: A) 3. kombinacije, B) 6. kombinacije i C) 7. kombinacije kromatografskih
uvjeta
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Tablica 13. Kritini kromatografski parametri dodatne modifikacije 7. kombinacije
kromatografskih uvjeta metode RP-HPLC-PDA

Kombinacija pokretne faze *

Parametar Polifenol 71 % T =3, ww 7 4 s
CA 2,2 2,2 2,2 2,3
Vrijeme PC 17,3 18,2 17,4 20,7
zadrzavanja, KR 22,0 23,2 22,4 26,5
tg (min) CAPE 24,8 26,1 25,1 30,0
GN 27,4 28,7 27,6 33,0
CA 2,2 1,9 1,8 1,6
) . PC 1,2 1,3 1,3 1,1
iaktor simetrije, KR 12 12 12 1.1
’ CAPE 1,1 1,2 1,2 1,1
GN 1,1 1,3 1,2 1,1
CA 1074 1063 2322 9490
Broj teoretskih PC 10222 8407 8875 17399
tavana, KR 11663 8856 9200 17954
N CAPE 11664 9134 9120 17111
GN 11995 8401 8158 17862
CA - - - -
.. PC 32,2 29,9 32,9 50,9
Iléazlucwan] e, KR 6.1 5.6 6.0 8.2
’ CAPE 3,2 2,8 2,7 4,1
GN 2,5 2,2 2,2 3,1
CA 2283176 2223461 2030902 2985441
.. PC 2240237 1929508 1400287 2898697
fj"’rsma’ KR 1617671 672484 313735 944844
CAPE 1191903 1236381 680776 719953
GN 1092853 842275 260208 1390170
CA 0,5 0,5 0,5 0,5
Faktor PC 9,8 11,2 10,6 10,7
zadrzavanja, KR 12,5 14,5 13,9 14,1
k CAPE 14,3 16,4 15,7 15,5
GN 15,7 18,1 17,4 17,4

# v =voda (V) : metanol (M) : formijatna kiselina (FK)
* AO3V:5M:2FK):B@BV:95M:2FK)=45:55
**  A96,5V:25M:1FK):B(98V:2M)=45:55
*¥** AO7V:2M:1FK):B(98M:2V)=45:55

*¥*¥k*¥ A(97V:2M:1FK):B (100 M)=45:55

Temeljem dobivenih rezultata optimizacije za istrazivanja odabranih polifenolnih sastavnica
propolisa u uvjetima simulacije GID-a in vitro odabrana je 7.4. kombinacija kromatografskih

uvjeta metode RP-HPLC-PDA (Tablica 13 i Slika 12) koja je podvrgnuta daljnjem procesu
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ispitivanja prikladnosti analitickog postupka, validaciji. Navedenom metodom potvrdeni su

profili uzoraka sirovih propolisa navedenih u Tablici 11.
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B s 18 mere. 160 v A Baare
12 10 mara_v.tr & a6 150 mm gt
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O (4 ]
x H
L J\ /\ A
¢ B . & L] ”© "; “ " A B = B E'i e
Vrijeme / min
B)
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Etanolu ekstrakt uzoraka sirovog propolisa
400
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g |
35 il o
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-7
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2 ’ A A /
= 200 _Jk....Jk_L;M N/ N Uzorak Peiéenica
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Slika 12. Kromatogrami dobiveni primjenom 7.4. kombinacije kromatografskih uvjeta
metode RP-HPLC-PDA [A (97 V: 2 M : 1 FK) : B (100 M) = 45 : 55] na A= 290 nm: A)
otopine smjese standarda polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) masene koncentracije
(y = 10 ug mL™) i B) etanolnih ekstrakata uzoraka sirovog propolisa s podru&ja Republike
Hrvatske
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4.3. Priprava i analiza uzoraka propolisa

Optimizacija priprave uzorka propolisa provedena je na uzorku propolisa Vip u sklopu
eksperimentalnih  validacijskih  pokusa metodom RP-HPLC-PDA pri definiranim

kromatografskim uvjetima odredivanja preciznosti metode.

4.3.1. Ekstrakcijske tehnike

U pripravi otopina uzoraka propolisa za analizu koristene su MCR, MPE i1 UPE ekstrakcijske
tehnike. Vrijeme potrebno za provodenje MCR ekstrakcije uzorka propolisa u 70 %-tnom
etanolu je znatno dulje u odnosu na tehnike UPE i MPE (Slika 14). Rezultati dobiveni
tehnikom MPE ukazuju da je ta tehnika uc¢inkovitija u odnosu na UPE i MCR, ali se u praksi
pokazala vrlo neprakti¢nom jer pri ekstrakciji uzoraka duljoj od 10 s dolazi do pregrijavanja
otopine uzorka, dok prilikom provodenja UPE nije primije¢eno zagrijavanje otopine.
Tekucinskokromatografskom analizom wuzoraka propolisa obradenog tehnikom MCR

kvantificirani su svi polifenoli osim CA jer rezultat izlazi iz radnog podruc¢ja metode.
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=70 % EtOH MCR 70 % EtOH MPE 70 % EtOH 1h UPE

Slika 13. Koncentracije polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene
kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u EEP pripravljenim tehnikama MCR,
MPE i1 UPE. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije,
y (ng mL™") £ SD, n = 3. MCR — maceracija; UPE — ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija;
MPE — mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija; EtOH — etanol;
PEG 400 — polietilenglikol 400.

StatistiCka obrada podataka provedena je pomoc¢u Kruskall Wallisovog (KW) neparametrijskog testa
te Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.
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Dobivene koncentracije odabranih polifenola primjenom tehnika UPE, MPE i MCR
ekstrakcije obradene su Dunnovim post-hoc statistickim testom kojim je potvrdeno da one u
70%-tnom etanolu nisu statisticki znacajne (p > 0,05). Temeljem dobivenih rezultata UPE je
izabrana za provodenje daljnjih eksperimentalnih pokusa priprave uzorka primjenom 40 %,
80 % 1 90 % etanola te 20 % i1 40 % PEG 400 (Tablica 14). Zbog viskozne i nehlapljive
prirode PEG-a, ove ekstrakte nije bilo moguce uparavati te su analizirani direktno, bez

prethodnog uparavanja.

Tablica 14. Koncentracija odabranih polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina
(GN), kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u etanolnim (EtOH) i
PEG 400 ekstraktima dobivenim ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom (UPE)

Masena koncentracija polifenola (ug mL™) *
PC KR GN CA CAPE
40 %-tni EtOH 9,3+13,6 2,7+£22.4 4,86 + 5,6 827+153 1,29+13.0

Ekstrakt

70 %-tni EtOH
nakon 1 h 2132,7+3,7  1150,5+52  1300,6+44  342+112 261,5+4,8
nakon 2 h 21354+1,9 1166622  12964+21  31,7+145 260912
80 %-tni EtOH  1950,0 £4,3 1072,6+4,5 12043+3,5 159+20 241,6+74

90 %-tni ECOH 17143 +63  939,8+6,6 1061,1 £4,3 -k 211,1 +£4,1
20 %-tni 42,5+17,0 10,5+ 13,8 17,4+ 14,9 239+28,0 49+128
PEG 400

40 %-tni 154,1+1,9 54,4+5,3 83,6 £ 6,2 18,6 £7,9 21,4+ 1,1
PEG 400

*  Srednja vrijednost masene koncentracije = %RSD
**  Analiza nije provedena zbog koeluiranja sastavnica iz ekstrakta.
RSD - relativna standardna devijacija

Na Slici 14 A) prikazani su rezultati odabranih polifenola dobiveni primjenom UPE u
ekstraktima s 20 % i 40 % PEG 400. Razlike u koncentracijama svih polifenola dobivene
ovim nacinima priprave ekstrakata nisu statisticki znacajne (Dunnov post-hoc test; p > 0,05).
Medutim, uo€ene su znatno niZe koncentracije polifenola u 40 % PEG 400 ekstraktima u
odnosu na 70 %-tne etanolne ekstrakte (Slika 14 B), Sto je i statisti¢ki potvrdeno za KR, GN i
CAPE polifenole (Dunnov post-hoc test; p < 0,05).
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Slika 14. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u ekstraktima propolisa
pripravljenim tehnikom UPE primjenom: A) 20 % i 40 % PEG-a 400 i B) 70 % etanola 1 40%
PEG-a 400. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije,
y (ng mL™") + SD, n = 3. UPE — Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija; EtOH — etanol;
PEG 400 — polietilenglikol 400.

Statisticka obrada podataka provedena je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.

& - statisticki znacajno veca koncentracija CAPE u 70 %-tnom EtOH ekstraktu u odnosu na 40 %-tni
PEG 400 ekstrakt tijekom 1 sata UPE
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Radi utvrdivanja utjecaja duljine trajanja UPE na koncentracije analita, ispitana je UPE
70 %-tnih etanolnih uzoraka propolisa provedena tijekom 1 i 2 sata na sobnoj temperaturi, a
razlike u koncentracijama odabranih polifenola prikazane su na Slici 15. Dobivene
koncentracije nisu bile statisti¢ki znacajne (Dunnov post-hoc test; p > 0,05). Rezultat ukazuje
da UPE provedena tijekom 2 sata ne utjeCe na prinos ekstrakcije te je u daljnjoj pripravi
ekstrakata korisStena UPE koja se provodi 1 sat.

Dodatni pokusi UPE u uvjetima 1 h/sobna temperatura provedeni na ekstraktima sa
40 %, 70 %, 80 % 1 90 % udjelom etanola ukazuju da se udjelom etanola nizim od 70 %
znatno smanji njegova ekstrakcijska snaga (Slika 16). Obradom podataka Dunnovim post-hoc
statistickim testom je 1 potvrdeno da je 40 % etanolni ekstrakt za sve polifenole statisticki

znacajan (p < 0,05) u odnosu na ekstrakte ostalih udjela etanola.

2500
2000 !
1500
E I
3 I
= 1000
500
0 o .
PC KR GN CA CAPE

Polifenol

70 % EtOH 1h UPE 70 % EtOH 2h UPE

Slika 15. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u 70 %-tnim etanolnim
ekstraktima propolisa (EEP) pripravljenih tehnikom UPE tijekom 1 i 2 sata na sobnoj
temperaturi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije,
y (ug mL™") + SD, n = 3. UPE — Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija; EtOH — etanol.
Statisticka obrada podataka provedena je pomocu Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.

Rezultati pokusa dokazali su da je najucinkovitiji postupak priprave uzoraka sirovog
propolisa primjena 70 % etanola/UPE/1 h/sobna temperatura (Tablica 14 i Slika 16). Tim se

postupkom nastavila daljnja optimizacija priprave uzorka propolisa.
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Slika 16. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u etanolnim ekstraktima
propolisa (EEP) tijekom 1 sata UPE na sobnoj temperaturi. Koncentracija polifenola CA nije
odredena u 90 % EtOhH ekstraktu zbog koeluiranja sastavnica iz ekstrakta. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije, » (ug mL') + SD, n = 3.
UPE — Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija; EtOH — etanol;

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.

$ — statisticki znacajno niza koncentracija PC u 40 %-tnom EtOH ekstraktu u odnosu na 70, 80 i
90 %-tni EtOH ekstrakt; @ — statisticki znacajno niza koncentracija KR u 40 %-tnom EtOH ekstraktu
u odnosu na 70, 80 i 90 %-tni EtOH ekstrakt; § — statisticki znaCajno niza koncentracija GN u
40 %-tnom EtOH ekstraktu u odnosu na 70, 80 i 90 %-tni EtOH ekstrakt; T — statisticki znacajno niza
koncentracija CA u 40 %-tnom EtOH ekstraktu u odnosu na 70, 80 i 90 %-tni EtOH ekstrakt;
& — statisticki znac¢ajno niza koncentracija CAPE u 40 %-tnom EtOH ekstraktu u odnosu na 70, 80 i
90 %-tni EtOH ekstrakt

4.3.2. Optimizacija priprave kompleksa propolisa liofilizacijom

Postupak suSenja zamrzavanjem, liofilizacija, je tehnika primijenjena kako bi se iz
ekstrahiranih uzoraka propolisa dobio u vodi topljivi prasSak. Uzorcima 70 %, 80 % 1 90 %
etanolnih ekstrakata propolisa uparavanjem je uklonjen etanol, a potom su obradeni
liofilizacijom (Slika 18). Dobiveni su smolasti produkti, slabo topljivi u vodi, a analize HPLC
vodenih otopina tih produkata potvrdile su smanjene prinose svih polifenola osim CA
(Tablica 15, Slika 18). Dunnovim post-hoc testom dokazana je statisticki znacajna razlika za

CA polifenol u 70 %-tnim etanolnom ekstraktu u odnosu na 90 %-tni ekstrakt (p < 0,05).
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Kako bi se ispitao utjecaj UPE na poboljSanje topljivosti sastavnica, u smolasti produkt
dobiven uparavanjem etanola dodana je voda, uzorak je podvrgnut UPE tijekom 2 sata, a
nakon toga liofiliziran. No, iako su koncentracije odabranih polifenola bile ve¢e nego u

pripravku koji nije bio podvrgnut UPE, pripravak je i dalje slabo topljiv u vodi (Tablica 17).

Slika 17. Liofilizirani uzorci kompleksa etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) i1
2-hidroksipropil- B -ciklodekstrina (HP-B-CD-a) (vlastita fotografija)

Tablica 15. Koncentracije polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u liofiliziranim osus$cima
etanolnog ekstrakta propolisa (EEP) bez nosaca

Masena koncentracija polifenola (ug mL™") *
PC KR GN CA CAPE
70 %-tni ECOH 45,8 £3,0 29+11,7  6,8+27 2274+ 149 4,1+27

80 %-tni ECOH 49,3+24 3,6 4,1 5717 1659+15,0 4,8+29
90 %-tni EtOH 41,8 + 14,3 1,7+£21,2  59+93 49,6 £103,5 2,5+27

Ekstrakt

*  Srednja vrijednost masene koncentracije = %RSD
EtOH — etanol; RSD — relativna standardna devijacija
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Slika 18. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u liofiliziranim etanolnim
ekstraktima uzoraka bez nosaca. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene
koncentracije, y (ng mL"') + standardna devijacija (SD), n = 3. EtOH — Etanol;
lio — liofilizirani osusak.

Statisticka obrada podataka provedena je pomocu Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05. § — statisticki znacajno niza koncentracija
CA u liofiliziranom osusku 90 %-tnog EtOH ekstrakta u odnosu na liofilizirani osusak 70 %-tnog
EtOH ekstrakta

18,112,115,11 . .. C
AT G qabrani su nosa& L-lizin i

Temeljem dosada$njih ispitivanja i spoznaja,
ugljikohidrati (fruktoza, dekstroza, maltodekstrin 1 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin) kao
sredstva za poboljSanje topljivosti slabo polarnih molekula polifenola. Prvi pripravljen
kompleks bio je kompleks EEP-a i aminokiseline L-lizin, a potom je slijedila primjena
ugljikohidrata kao nosac¢a u kompleksima EEP-a (Tablica 16; Slika 19). Liofilizat kompleksa
EEP-a 1 HP-B-CD jedini je osuSak koji je vizualno u potpunosti resuspendibilan u vodi, dok se
kod ostalih liofiliziranih osuSaka suspendiranih u vodi ponovno pojavljuje netopljivi smolasti

produkt. Na Slici 17 prikazani su uzorci EEP-a i HP-B-CD-a dobiveni postupkom liofilizacije.
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Tablica 16. Koncentracije polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u kompleksima etanolnog
ekstrakta propolisa s nosa¢ima L-lizinom (L-Lys) i ugljikohidratima fruktozom (FRC),
dekstrozom (DX), maltodekstrinom (MD) i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom (HP-B-CD)

Masena koncentracija polifenola (ug mL™) *

Nosa¢ PC KR GN CA CAPE
L-Lys 452,0+222 12127+ 144 7164+295 104,6+448  203,5% 15,7
FRC 254+9,1  7,0£146 17,7+ 8,8 170,8+1,0 42454
DX 1208+ 168 502+20,0  61,9+12+3,0 3193+55 12,1119
MD 1259+ 11,9 182+0,3 343+1,05  1948+16,1 132434

HP-B-CD**  19452+9,1 6354+29 993,1 £5,0 248,1+3,9 211,6 £8,0

* Srednja vrijednost masene koncentracije + %RSD, n = 3; RSD — relativna standardna devijacija
** HP-B-CD koncentracije 20 mg mL """
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Slika 19. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u liofiliziranim osuScima
etanolng ekstrakta propolisa s ugljikohidratima kao nosa¢ima. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost masene koncentracije, y (ug mL"') + SD, n = 3. FRC — Fruktoza;
DX — Dekstroza; MD — Maltodekstrin; HP-B-CD — 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin;

Statisticka obrada podataka provedena je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.

1 — statisticki znacajno niza koncentracija CA u kompleksu s FRC u odnosu na kompleks s DX i HP-
B-CD; f; — statisti¢ki zna¢ajno veéa koncentracija CA u kompleksu s DX u odnosu na kompleks s
MD; & — statisticki znacajno veca koncentracija CAPE u kompleksu s HP-B-CD-om u odnosu na
komplekse s FRC i MD; § — statisticki znacajno veca koncentracija GN u kompleksu s HP-3-CD u
odnosu na kompleks s FRC; @ — statisti¢ki znacajno veéa koncentracija KR u kompleksu s HP-$-CD

u odnosu na kompleks s FRC; $ — statisticki znacajno veéa koncentracija PC u kompleksu s HP--CD
u odnosu na komplekse s FRC, DX i MD.
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Posebnost svakog nosaca vidljiva je iz razlike u koncentraciji pojedinih polifenola (Tablica
16, Slika 19). Naime, koncentracija KR bila je dvostruko ve¢a u kompleksu s L-Lys u odnosu
na koncentraciju u kompleksu s HP-B-CD-om, dok je koncentracija PC pet puta manja s
L-Lys u odnosu na HP-B-CD. Iako su u kompleksu s L-Lys dobivene znacajno vece
koncentracije polifenola nego s ostalim nosa¢ima, ovaj kompleks nije uklju¢en u daljnje
istrazivanje jer je njegova priprava pokazala velike %RSD vrijednosti za sve analite. Analiza
rezultata navedenih kompleksa ukazuje na to da HP-B-CD u odnosu na ostale ugljikohidrate,
najucinkovitije inkapsulira polifenole iz ekstrakta propolisa (Slika 19). Koncentracije PC, KR,
GN 1 CAPE polifenola bile su znatno ve¢e nego u ostalim kompleksima, izuzev CA, cija
koncentracija u svim analiziranim kompleksima ne pokazuje znacajnije odstupanje osim u
odnosu L-Lys s DX. Najniza koncentracija CA izmjerena u propolisu Vlp iznosila je
170,83 ug mL™" kada je nosag bila fruktoza, a najvisa 5224,71 ug mL™" u uzorku bez nosaca.

Razlike u koncentracijama polifenola inkapsuliranih s razli¢itim ugljikohidratima su i
statistiCki potvrdene Dunnovim post-hoc testom te se statisticke znacajnosti (p < 0,05) odnose
za: CA — FRC u odnosu s DX i HP-B-CD te DX u odnosu s MD; CAPE — HP-B-CD u odnosu
na FRC 1 MD; GN - FRC u odnosu na HP-B-CD;
KR - FRC u odnosu na HP--CD; PC — FRC, DX i MD u odnosu na HP-B-CD.

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



4. Rezultati 73

Odnosi koncentracija polifenola u kompleksu EEP-a s HP-B-CD-om i u vodenom pripravku
bez HP-B-CD-a prikazani su rezultatima u Tablici 17 i Slikom 20. Inkapsulacijom dolazi do
znatnog povecanja koncentracija PC, KR, GN 1 CAPE, dok je koncentracija CA u pripravku

bez nosaca visestruko veca u odnosu na kompleks.

Tablica 17. Topljivost polifenola u kompleksu etanolnog ekstrakta propolisa (EEP) s
dodatkom 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) i u vodenom pripravku bez dodatka
HP-B-CD-a

. Masena koncentracija (ug mL™) * Stupanj povecanja
Polifenol . .
otopine kompleksa  vodenog pripravka topljivosti
PC 19452 £ 9,1 340,5+£222 6
KR 6354+29 35,2+337 18
GN 993,1 £5,0 78,8 +20,9 13
CA 248,1+3.9 52247+ 17,5 0,1
CAPE 211,6 £ 8,0 29,3+153 7

* Srednja vrijednost masene koncentracije + SD
SD — standardna devijacija
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Slika 20. Odnos koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u kompleksu etanolnog
ekstrakta propolisa s 1 bez nosaca 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) tijekom 2 h
ultrazvukom potpomognute ekstrakcije.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije, y (ug mL ™) + SD, n = 3.
Statisticka obrada podataka provedena je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.
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Rezultati prikazani u Tablici 18 te na Slici 21 prikazuju utjecaj koli¢ine dodanog HP-B-CD na
koncentraciju PC, KR, GN, CA i CAPE.

Tablica 18. Ovisnost koncentracije polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina
(GN), kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) o koncentraciji dodanog
2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) u kompleksu etanolnog ekstrakta propolisa
uzorka Valpovo (Vlp), odnosno Zagreb (Zg) i HP-B-CD-a nakon 2 sata ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije

Masena koncentracija polifenola (ug mL™) *

y (HP-g-CD)
(mg mL™) PC KR GN CA CAPE
Vlp propolis
20 19452+ 9,1 635,4+29 993,1+5,0 248,1+£3,9 211,6 £8,0
40 2008,7 £ 8,3 856,4+ 11,1 1175,6 £ 10,1 2424+ 1,3 2294 +7.2
60 2009,5+9,9 890,1+10,8 1181,5+11,3 192,8+ 12,5 2247+94
Zg propolis
20 2769,7+7,3" 1447,1+4,6" 9843+43 545,1 £ 4.4 648,9 + 8,1"
40 3239,9+0,5" 1911,0+0,7" 1213,4+0,1 468,4 + 0,4 767,1 £ 0,6
60 25423+6,2" 1468,9+99" 9543+ 84 303,7+ 7,7 6134+ 6,4

* Srednja vrijednost masene koncentracije y (ug mL™") + %RSD; RSD —relativna standardna devijacija
1 - statisticki znaCajno veca koncentracija polifenola u kompleksu Zg propolisa u odnosu na istu
koncentraciju polifenola u kompleksu Vip propolisa, Mann-Whitneyev test, p < 0,05

Razlike u koncentracijama za PC, KR, GN i CAPE izmedu uzoraka VIp 1 Zg propolisa
pokazuju da primjena 20, 40 i 60 mg mL"' vodene otopine HP-B-CD-a nije statisticki znatajna
(Tablica 18); Mann-Whitneyev test, p > 0,05. Iznimka je razlika izmedu koncentracija CA
dobivena koristenjem 40 i 60 mg mL" HP-B-CD-a za koju je Dunnovim post-hoc testom
dobivena vrijednost p = 0,047 (Tablica 18, Slika 21 B). U uzorku propolisa Zg najvise
koncentracije dobivene su s 40 mg mL™" HP-B-CD-a, dok dodatkom 60 mg mL™" HP-B-CD-a

koncentracija neznatno pada ili je vrlo sli¢na kompleksu s 20 mg mL™ HP-B-CD-a.

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



4. Rezultati 75

A)
2500

o

1500

y/ug mL!

1000

500

PC KR GN CA CAPE
Polifenol

20 mg mL-1 40 mg mL-1 60 mg ml-1

B)

PC KR GN CA CAPE
Polifenol
20 mg mL-1 40 mg mL-1 60 mg mL-1

Slika 21. Ovisnost kompleksa etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) i 2-hidroksipropil-f3-
ciklodekstrina (HP-B-CD-a) o koncentraciji nosaca HP-B-CD u uzorku propolisa: A) Valpovo
(Vlp) i B) Zagreb (Zg). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije,
y(ug mL™") £ SD, n = 3.

Statisticka obrada podataka provedena je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05. U kompleksu propolisa Vlp nije bilo
statisticki znacajnih razlika s obzirom na koncentraciju nosaca HP-B-CD-a.

$ — statisticki znaCajno veca koncentracija PC u kompleksu s nosacem koncentracije
40 mg mL™" u odnosu na 60 mg mL™'; # — statisti¢ki znadajno veéa koncentracija CA u kompleksu s
nosadem koncentracije 20 mg mL"' u odnosu na 60 mg mL'; & — statisticki znalajno veéa
koncentracija CAPE u kompleksu s nosaéem koncentracije 40 mg mL™" u odnosu na 60 mg mL'CAPE
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RP-HPLC-PDA kromatogram propolisa Valpovo (VIp) u obliku: A) vodenog
propolisa bez 2-hidroksipropil-pB-ciklodekstrina (HP-B-CD-a); B) kompleksa
ekstrakta propolisa (EEP-a) uzorka Vlp i HP-p-CD-a koncentracije 20 mg mL™".

Kromatogram snimljen na valnoj duljini A =290 nm.

Analizama RP-HPLC-PDA ustanovljeno je da pripravak propolisa bez HP-B-CD-a sadrzava

znatno nize koncentracije analita polifenola nego u kompleksima s HP-B-CD-om
(Slika 22 A).

Temeljem svih dobivenih rezultata izabrana je vrsta oralnog pripravka kojim ¢e se

provesti simulacija probave in vitro, a to je vodena suspenzija liofiliziranog osuska kompleksa

etanolnog ekstrakta Vlp ili Zg propolisa i HP-p-CD koncentracije 20 mg mL™" (Slika 22 B).
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4.4. Validacija metode RP-HPLC-PDA

Razvijena 1 optimizirana metoda validirana je u skladu sa zahtjevima smjernice
Medunarodnog vijeéa za uskladivanje tehnickih zahtjeva za lijekove za humanu primjenu '**
te su pri tome upotrijebljeni uzorci propolisa Vlp, Zg i Dub odnosno njihove vodene
suspenzije liofiliziranih osuSaka kompleksa EEP-a i 20 mg mL™' HP-B-CD-a. Ispitani su
sljede¢i validacijski parametri: selektivnost, linearnost, osjetljivost, preciznost, toc¢nost i
robusnost.

Selektivnost metode RP-HPLC-PDA prikazana je reprezentativnim kromatogramima
otapala, kompleksa EESS odabranih polifenola i HP-B-CD-a, kompleksa uzorka Dub i
HP-B-CD-a bez ciljnih analita, kompleksa uzorka Dub i HP-B-CD-a obogacenog analitima i
kompleksa uzoraka Vlp i Zg s HP-B-CD-om (Slika 23.). Rezultati pokazuju da primijenjena
kromatografska metoda ima dobru selektivnost za odredivanje PC, KR, GN, CA 1 CAPE u
uzorcima kompleksa EEP-a i HP-B-CD-a.

Srednja vrijednost povrSine svake krivulje eluiranja i koncentracija standarda
odabranih polifenola primijenjene su za izradu kalibracijske krivulje i za odredivanje
linearnosti (Tablica 19; Slika 23 B). Odredena je linearnost metode u rasponu nominalne
koncentracije: PC (37 pg mL™) od 6,7 % do 233,3 %; KR (12 pg mL™) od 16,7 do 166,7 %;
GN (20 pg mL™) od 20 do 200 %; CA (3 pg mL™) od 6,7 do 233,3 %; CAPE (4 pg mL™) od
10 do 300 %. Koeficijent korelacije u razvijenoj metodi iznosio je vise od 0,99 za sve
istrazivane analite te je dobivena dobra korelacija medu koncentracijama standarda polifenola.
Osjetljivost metode izraZzena je odredivanjem granice detekcije (GD) i granice odredivanja
(GO) za svaki analit, a rezultati prikazani u Tablici 19 pokazuju da je razvijena metoda HPLC
osjetljiva za odredivanje flavonoida i fenolnih sastavnica u uzorcima propolisa. Utjecaj
matrice propolisa na linearnost testirana je analizom kalibracijskih otopina smjese standarda u
uzorku kompleksa propolisa Dub i HP-B-CD-a. Rezultati pokazuju da matrica nije znacajno
utjecalana linearnost (Tablica 19).

Ponovljivost mjerenja utvrdena je odredivanjem koncentracije smjese pojedinog
standarda polifenola u pokrenoj fazi izraunom vrijednosti %RSD unutar jednog dana te
tijekom viSe dana uzastopno, a dobivene vrijednosti bile su unutar zadanog kriterija
(%RSD < 2). Ponovljivost metode provjerena je 1 ispitivanjem preciznosti metode odredujuci

ponovljivosti priprave uzorka propolisa VIp odnosno srednju preciznost priprave propolisa
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Vlp s drugim proizvodnim serijama otapala. Utvrdeno je da se primjenom metode
RP-HPLC-PDA na uzorcima kompleksa EEP i HP-B-CD postizu ponovljivi 1 precizni
rezultati sa vrijednostima %RSD do 8,5 (Tablica 21).

Tocnost metode RP-HPLC-PDA ispitana je odredivanjem analitickog povrata, a
provedena je obogacivanjem uzorka propolisa slijepe probe, odnosno uzorka Du propolisa
(Slika 24) kojem je wu postupku odredivanja spektrofotometrijskog '** i
tekucinskokromatografskog profila (Slika 24 A) utvrdeno da sadrzava PC masene
koncentracije 0,4 pg mL™. To&nost metode izradunata je usporedbom uzorka slijepe probe
cijepljenog odredenom koncentracijom polifenola s poznatom (teorijskom) koncentracijom
standarda polifenola i to na tri koncentracijske razine: GO, nominalnoj koncentraciji (NK) 1
koncentraciji viSoj od 150 % NK navedenih u Tablici 22. Dobiveni rezultati prikazani u
Tablici 14 ukazuju da su vrijednosti analitickih povrata svih polifenola u rasponu od 80 do
110 % S$to zadovoljava zadani kriteriji prihvatljivosti tocnosti metode. Osim validacijskih
rezultata prikazani su i rezultati statisticke obrade validacijskih pokazatelja metode koji

zadovoljavaju kriterije prihvatljivosti metode (Tablica 20).

Tablica 19. Prikaz linearnosti, osjetljivosti i utjecaja matrice kompleksa etanolnog ekstrakta
propolisa (EEP-a) uzorka Dubrovnik (Dub) i 2-hidroksipropil- B —ciklodekstrina (HP-B-CD-a)
u metodi RP-HPLC-PDA

Standard Radno Linearnost* GD GO Utjecaj
podrucje (ng'mL™") (pug'mL™") matrice**
(ng mL™)
PC 2-170 y=108688x - 975,1 0,23 0,69 0,977
R*=0,9999
KR 2-20 y=280341x - 10111,5 0,10 0,32 0,987
R*=0,9999
GN 5-50 y=59477x — 55477 0,31 0,93 0,999
R’ =0,9998
CA 2-170 y=103076x + 172530 1,84 5,58 0,999
R*=0,9958
CAPE 1-30 y=67299x — 15473 0,15 0,44 0,916
R’ =0,9998

* jednadzba pravca i Pearson-ov koeficijent

** korelacijski koeficijent

GD — granica detekcije; GO — granica odredivanja; PC — pinocembrin, KR — krizin, GN — galangin,
CA - kavena kiselina, CAPE — feniletil ester kavene kiseline
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Tablica 20. Rezultati statisticke obrade validacijskih pokazatelja metode RP-HPLC-PDA za
odredivanje polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene kiseline
(CA) 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u kompleksu etanolnog ekstrakta propolisa
(EEP-a) uzorka Valpovo (Vlp) i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a)

Kriterij Standard
prihvatljivosti u kompleksu
PC=54
KR =6,5
% RSD <10 GN=6,5
CA=6,7
CAPE=179
PC=13x10"
KR=27x10™"
Pregresije < 0,05 GN = 1,7 X 10_:71
CA=12x10
CAPE=13x10"
PC=0,5
KR =0,6
Podsjecka > 0,05 GN=0,1
CA =0,06
CAPE = 0,07
Ekstremi 0<3 0<3
PC=49
KR =7,1
% RSD <10 GN =10,5
CA=838
CAPE=74

Stabilnost (1 = 3)* ANOVA Ps > 0,05 > 0,05

Zahtjev Metoda Pokazatelj

Ponovljivost Opisna
priprave uzorka (n = 6) statistika

Linearna

Kalibracija (n = 16) Fegresiia

Opisna

Toénost (n=9) statistika

* stabilnost otopina smjese standarda nakon 30 dana u hladnjaku na temperaturi od 2 do 8 °C

Tablica 21. Preciznost metode RP-HPLC-PDA odredena mjerenjem ponovljivosti priprave:
smjese standarda polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene
kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) kompleksa etanolnog ekstrakta
propolisa (EEP-a) uzorka Valpovo (Vlp) i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (HP-B-CD-a)
unutar jednog dana i kompleksa EEP-a i HP-B-CD-a drugog dana

Ponovljivost metode (n = 6) *

Srednja preciznost

Polifenol mjerenje standarda  priprava uzorka metode (n=6) *
PC 1808,7+ 1,0 1887,4+ 5,4 2112,0+ 4.4

KR 604,6 + 0,5 638,4+6,5 730,7 + 8,5

GN 944,1 £ 1,0 1018,1 £ 6,5 1133,7+ 5,9

CA 281,9+0,3 270,1 £ 6,7 278,9 +3,8
CAPE 197,7+3,2 220,0 + 8,0 242,0+1,9

* srednja vrijednost masene koncentracije (ug mL™") = %RSD; RSD — relativna standardna devijacija
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Slika 23. Kromatogrami metode RP-HPLC-PDA na 4 =290 nm: A) pokretne faze i B) smjese
standarda polifenola u pokretnoj fazi prikazanih na osam kalibracijskih razina u rasponu
masenih koncentracija (ug mL™): pinocembrina (PC) i kavene kiseline (CA) 2 — 70,
krizina (KR) 2 — 20, galangina (GN) 5 — 50 1 feniletilestera kavene kiseline (CAPE) 1 — 30.
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Slika 24. Kompleks etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) uzorka Dubrovnik (Dub) i 2-
hidroksipropil-B—ciklodekstrina (HP-B-CD-a) koristen kao slijepa proba u ispitivanju to¢nosti
metode: A) necijepljeni uzorak; B) uzorak cijepljen smjesom standarda masenih
koncentracija: pinocembrina (PC) 37 pg mL"', krizina (KR) 12 pg mL",
galangina (GN) 20 pg mL™', kavene kiseline (CA) 25 pg mL™ i feniletilestera kavene kiseline
(CAPE) 4,0 ug mL™
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Tablica 22. Toc¢nost metode RP-HPLC-PDA ispitana analizom analitickih povrata
pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera
kavene kiseline (CAPE) u kompleksu etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) uzorka
Dubrovnik (Dub) i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) na tri koncentracijske
razine

Polifenol = Koncentracijska Masena koncentracija * Dobivena Analiticki
razina slijepe probe dodana u masena povrat
Dub slijepu probu koncentracija ** (%)
propolisa
PC GO 0,4 0,7 1,1 £33 95,9
NK 0.4 38,8 41,2+1,7 104,9
> 150 % NK 0.4 68,3 72,4+ 1,2 105,5
KR GO - 0,7 0,6 £2,2 81,0
NK - 12,8 11,9+£3,6 92,5
> 150 % NK - 20,3 19,0+ 1,0 93,4
GN GO - 2,1 2,1+£0,7 101,4
NK - 20,6 21,4+0,7 104,7
> 150 % NK - 51,5 42.8+0,4 83,0
CA GO - 6,1 54+1,7 85,1
NK - 27,3 29,6 2,3 107,5
> 150 % NK - 70,9 70,8+ 1,2 99,4
CAPE GO - 0,9 0,9+2,7 92,4
NK - 4,2 42 +4,7 98,0
> 150 % NK - 31,8 34,4+0,7 108,0

*  srednja vrijednost masene koncentracije, y (ug mL™")
**  grednje vrijednosti masene koncentracije, y (ug mL™") + %RSD
GO — granica odredivanja; NK — nominalna koncentracija; RSD — relativna standardna devijacija

Promjenom sastava pokretne faze, odnosno smanjenjem udjela komponente A i smanjenjem
udjela formijatne kiseline u eksperimentalnim pokusima ispitivanja robusnosti metode,
razdvojenost 1 povrSina krivulja eluiranja te broj teoretskih tavana ne odstupa znacajno od
optimiziranih uvjeta, a vrijeme analize je smanjeno. Medutim, povecanje udjela formijatne
kiseline u pokretnoj fazi rezultira produljenim vremenom analize uz znacajno smanjenje
povrsina krivulja eluiranja svih polifenola, a takoder ima 1 negativni utjecaj na razdvojenost
KR i CAPE (Slika 25). Smanjenjem temperature injektiranja uzorka i temperature kolone za
10 % (22 °C) produljuje se vrijeme analize, dok je na viSoj temperaturi (28 °C) vrijeme
analize krace. Promjena volumena injektiranja s 5 uL na 10 pL nije utjecala na vrijeme

zadrzavanja te faktor razluivanja, asimetrije i zadrzavanja, a visina i1 povrSina krivulja
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eluiranja bile su u skladu s povecanjem volumena. Ispitivanje robusnosti definiranih
kromatografskih uvjeta metode RP-HPLC-PDA dodatno je provjereno primjenom razli¢itih
serija kolone te pri tome nije bilo znacajnih odstupanja u rezultatima.

Robusnost metode provjerena je 1 ispitivanjem stabilnosti pripravljenih otopina
standarda 1 otopina uzoraka propolisa. Usporedba rezultata svjeze pripravljene otopine
standarda/uzorka s onom pohranjenom na odredenom temperaturnom rezimu navedenom u
poglavlju FEksperimentalni dio 3.5.4. ukazuje na stabilnost tijekom 72 sata na
sobnoj temperaturi, tijekom 60 dana u hladnjaku u uvjetima od 2 do 8 °C te tijekom
dva ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja unutar 14 dana. Vrijednosti % RSD su unutar zadanog

kriterija (< 2).

P08 Zinm | POA Z9inm POA- 200 PDA-Z80nm
pokTetnad2s S5 i ~ W2 pokretna 8.0 w21.0.5 Bz TBIOH g hpCD 1
uri_pokretna 425.5164.8_ A2 Propolls_uz_0min et 1112021, 14502 fept dat u21.475.25 Aok Propoks_sz met_17.222 10.52. ¥ Repoat w2 pokretna 4,60 A.8_A:S_Propokis_uz_60 mimet 2T 102621, 16.00.17.Repidat wz1_ e FEROH_1g hpCD_koldd_prie GID_A_Propols

|
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Odziv detektora / relativne jedinice
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Slika 2S5. Ispitivanje robusnosti metode RP-HPLC-PDA promjenom sastava pokretne faze:
A = ¥ (voda, metanol, formijatna kiselina) =97 : 2 : 1; B = metanol, 100%

(=), A:B=40:60(=),A:B=475:525(m)A:B=425:575i(®)A:B=45:55u
analizi kompleksa etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) uzorka Valpovo (Vlp) i
2-hidroksipropil-p—ciklodekstrina (HP-B-CD-a) pri 25 °C.
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4.5. Analize oralnih, Zelu¢anih i crijevnih frakcija in vitro simulirane probave

4.5.1. Rezultati tekucinskokromatografskih analiza

U ovom radu simulacija probave in vitro provedena je s kompleksom EESS i HP-B-CD-a
(std mix) te s kompleksima EEP-a uzoraka iz okolice Valpova (Vlp) i okolice Zagreba (Zg) s
HP-B-CD-om, a rezultati analiza prikazani su u Tablici 23. Radi pra¢enja promjena u
koncentracijama odabranih polifenola u svim fazama simulirane probave odnosno nakon
oralne faze, Zelucane faze 1 faze u tankom crijevu provedene s dva modela (IF-C i Din),
provedene su i analize neprobavljenog uzorka koji ima ulogu tkz. kontrolne skupine u pokusu
simulacije probave in vitro. Najvece odstupanje koncentracija polifenola primjeéeno je u
frakciji Din, pri ¢emu se koncentracija svih polifenola iznimno smanjila u odnosu na ostale
frakcije, $to je vidljivo na Slikama 26 — 30 na kojima je prikazan utjecaj simulacije probave in
vitro na pojedini polifenol, ovisno o modelu faze tankog crijeva [s centrifugiranjem, A) ili
dijalizom kroz polupropusnu membranu, B)].

Koncentracije svih polifenola u fazi tankog crijeva (frakcija IF-C ili Din) statisticki se
razlikuju u odnosu na koncentraciju NU uzorka, osim polifenola KR za koji su potvrdene
statisticki znacajne razlike (p < 0,05) i1 u frakcijama OF i GF u sva tri analizirana kompleksa
(Tablica 23).

Buduéi da je u poglavlju 4.3.2. (Slika 22 A) ustanovljeno da vodeni pripravak
propolisa bez HP-B-CD-a sadrzava visestruko nize koncentracije PC, KR, GN i CAPE i da
analizom svih promatranih faza probave in vitro nije ustanovljen rast koncentracija tj.
znacCajnije oslobadanje polifenola, uzorci bez HP-B-CD-a izostavljeni su iz prikaza u ovom
dijelu rada.

Uzorak slijepe probe za pokus in vitro sadrzavao je vodu, enzime i probavne tekuéine
bez uzorka kompleksa. Analizom RP-HPLC-PDA slijepe probe u NU i u svim fazama GID-a
potvrdeno je da ne postoje interferencije koje bi onemogucavale provedbu analiza odabranih
polifenola.

Svi polifenoli obuhvadeni ovim istrazivanjem bili su kvalitativno i1 kvantitativno
odredeni u frakcijama iz svih faza probave in vitro, osim CA koji nije bio detektibilan u

frakciji Din.
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Tablica 23. Koncentracija polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN),
kavene kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) u neprobavljenom uzorku (NU)
te nakon oralne (OF), zeluCane faze (GF) te faze u tankom crijevu: s centrifugiranjem (IF-C),
unutar polupropusne membrane (Din) i izvan polupropusne membrane (Dout) kompleksa
smjese standarda i uzoraka propolisa podrijetlom iz Valpova (Vlp) 1 Zagreba (Zg)

Masena koncentracija polifenola (ug mL™)

Faza
probave  pc KR GN CA CAPE
Smjesa standarda polifenola
NU 2634,7+2780 7619+61,8 11777775 1078,7+ 122,4  349,9+43,1
OF 20065+ 18,11  6108+32"  917,8+89 7972 + 43 433,9+3,6
GF 2039,1+377  616,1+14,5  933,2+20,9 767,1 + 18,2 4464 £ 6,0
IF
IF-C  2023,0+40,3°  737,6+44 637,8 + 16,3 305,7+ 7,0' 2334449
Din  2345+52 74,8 22" 9,1+0,1" - 9,0+ 0,1'
Dout 1870,3+15,6  5852+94" 7008 16,0' 337,7+3.6' 317,7+2,0
VIp propolis
NU 19452+ 177,1  6354+18,7  993,1+49,3 264,3+9,7 211,6 £ 16,9
OF 195224223  4765+268  896,1 +46,7 311,5+ 11,9 213,0£ 1,7
GF 195424388  463,6+74"  880,0+ 689 321,74 28,7 208,6+ 17,6
IF
IF-C 18959 + 64,1 568,7+59,8 5652 +438 363,9 £33 236,1+3,4
Din 4442 +36 168,7+£2,5  204+0,5 - 18,4 £0,9'
Dout 1704,9+9.5 604,8 + 6,3 8355+ 13,7 158,8 + 9.4 190,0+ 1,9
Zg propolis
NU 2769,7+203,0  1447,1£66,6 984,3 + 42,0 545,1 +23,8 648,9 + 52,3
OF 3134,6 850  892,1+30,0'  864,6 25,9 668,5 + 22,34 653,2 + 25,6
GF 2771,1 £208,8  7554+234 7694 +30.2 596,8 + 56,8 575,4 + 34,0
IF
IF-C  3356,7+2659 1113,7+76,5 551,6+342 4793 + 18,4 674,5+21,9
Din 457,865 2140£34 153+0,5 - 29,0+ 1,1
Dout 3647,1+21,5  11884+49  1059,7 + 14,1 466,1 19,8 756,6 + 8,1

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene koncentracije + standardna devijacija (SD); n =3.
Statisticka obrada podataka provedena je Dunnovim post¢-hoc testom, uz razinu znacajnosti p < 0,05.

t - statisticki znadajno razli¢ita koncentracija polifenola u odredenoj fazi probave u odnosu na
koncentraciju istog polifenola u NU jednog kompleksa (p < 0,05)
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Slika 26. Utjecaj simulacije probave in vitro na stabilnost polifenola pinocembrina (PC) u
kompleksu smjese standarda i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) (std mix) te
kompleksima propolisa Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s HP-B-CD—om u fazi tankog
crijeva modela: A) s centrifugiranjem (IF-C); B) unutar polupropusne membrane (Din) i izvan
polupropusne membrane (Dout). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene
koncentracije y (ug mL™") + standardna devijacija (SD), n = 3.
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Slika 27. Utjecaj simulacije probave in vitro na stabilnost polifenola krizina (KR) u
kompleksu smjese standarda i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) (std mix) te
kompleksima propolisa Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s HP-B-CD—om u fazi tankog
crijeva modela: A) s centrifugiranjem (IF-C); B) unutar polupropusne membrane (Din) i izvan
polupropusne membrane (Dout). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene
koncentracije y (ug mL™) + standardna devijacija (SD), n = 3.
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Slika 28. Utjecaj simulacije probave in vitro na stabilnost polifenola galangina (GN) u
kompleksu smjese standarda i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) (std mix) te
kompleksima propolisa Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s HP-B-CD—om u fazi tankog
crijeva modela: A) s centrifugiranjem (IF-C); B) unutar polupropusne membrane (Din) i izvan
polupropusne membrane (Dout). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene
koncentracije y (ug mL™) + standardna devijacija (SD), n = 3.
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Slika 29. Utjecaj simulacije probave in vitro na stabilnost polifenola kavene kiseline (CA) u
kompleksu smjese standarda i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a) (std mix) te
kompleksima propolisa Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s HP-B-CD—om u fazi tankog
crijeva modela: A) s centrifugiranjem (IF-C); B) unutar polupropusne membrane (Din) i izvan
polupropusne membrane (Dout). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost masene
koncentracije y (ug mL™) + standardna devijacija (SD), n = 3.
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Slika 30. Utjecaj simulacije probave in vitro na stabilnost polifenola feniletilestera kavene
kiseline (CAPE) u kompleksu smjese standarda 1 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina
(HP-B-CD-a) (std mix) te kompleksima propolisa Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s
HP-B-CD-om u fazi tankog crijeva modela: A) s centrifugiranjem (IF-C); B) unutar
polupropusne membrane (Din) i izvan polupropusne membrane (Dout). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost masene koncentracije y (ug mL™) + standardna devijacija (SD), n = 3.
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Stabilnost polifenola nakon svake faze GID-a prikazana je u Tablici 24, a izraunata je prema
jednadzbi opisanoj u dijelu 3. Eksperimentalni dio Potpoglavlje 3.6.3. Nakon OF, spojevi PC,
KR, GN, CA i CAPE u uzorku Vlp pokazali su vrlo veliku stabilnost (90,4 + 7,0 % za GN do
119,6 = 18,6 % za CA), te se u odnosu na pocetni neprobavljeni uzorak nisu statisti¢ki
razlikovale, osim KR ¢ija je stabilnost nakon OF iznosila 75,1 + 6,9 % te je bila statisticki
zna€ajna u podnosu na NU (p = 0,0282). U uzorku Zg doslo je do smanjenja koncentracija
flavona KR za 38,3 % 1 flavonola GN za 12,0 %, dok su se koncentracije PC, CA 1 CAPE
nakon OF povecale. Nadalje, u uzorku Zg propolisu primije¢ena veca nestabilnost nakon OF,
a statisticki znacajno smanjenje koncentracije (p = 0,0150) utvrdeno je za analit KR ¢ija je
stabilnost bila 61,7 + 2,6 %. U uzorcima standarda primijecen je trend opadanja koncentracija
za PC, KR, GN 1 CA (stabilnost je u rasponu 73,9 — 80,2 %), samo je CAPE pokazao porast
(125,1 +£ 10,9 %), no razlika u odnosu na pocetni uzorak nije statisti¢ki znacajna (p > 0,05).

Kompleksi uzoraka Vlp i Zg, kao i smjese standarda pokazali su relativno visoku
zeluCanu (gastricnu) stabilnost (od 72 do 129 %) za PC, GN, CA i CAPE te se njihove
koncentracije u odnosu na OF nisu statisti¢ki zna¢ajno mijenjale u odnosu na OF (p > 0,05),
no KR je pokazao statisticki znacajno smanjenje koncentracije u odnosu na NU za sva tri
analizirana kompleksa (p < 0,05). Najniza gastri¢na stabilnost izmjerena je za polifenol KR u
uzorku Zg (52,2 + 6,8 %), dok je najvece oslobadanje iz matrice u GF pokazao CAPE u
uzorku std mix (128,9 + 16,4 %).

Koncentracija KR u IF-C je u odnosu na GF porasla za oba uzorka i standard, a
promjena nije statisticki znacajna (p > 0,05). Polifenol KR je uz PC u IF-C pokazao veliku
stabilnost (77,23+8,87— 97,21+7,43%).

Usporedujuci razlike u gastri¢noj stabilnosti izmedu standarda i uzoraka i gledaju¢i odnos
izmedu OF 1 GF, ne postoje znacajnije promjene u koncentracijama PC, GN, CA i CAPE, dok
je KR pokazao vecu nestabilnost, te posljedicno statisticki znacajne razlike izmedu GF 1 NU
za uzorak kompleksa Zg propolisa p = 0,0029, a za kompleks Vlp propolisa p = 0,0150.

Stabilnost polifenola u oba modela faze tankog crijeva (IF-C i Din+Dout) bila je visoka i
usporediva, osim za polifenol CA koji odstupa u uzorku Vlp pri ¢emu je u frakciji IF-C

dobivena dvostruko vec¢a biodostupnost u odnosu na Din+Dout.

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



4. Rezultati

92

Tablica 24. Stabilnost polifenola pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene
kiseline (CA) i feniletilestera kavene kiseline (CAPE) nakon oralne (OF) i zelucane faze (GF)
te faze probave u tankom crijevu (IF-C i Din+Dout) u odnosu na neprobavljeni uzorak
kompleksa smjese standarda i uzoraka propolisa podrijetlom iz Valpova (Vlp) i Zagreba (Zg)

Faza Stabilnost polifenola (%) *
probave PC KR GN CA CAPE
Smjesa standarda polifenola
OF 76,6 +7,3 80,5 £ 6,1 78,1 +4.,8 74,5+7,7 125,1£13,5
GF 78,0 £8,9 81,3+7.,8 79,5+ 5,4 71,8+9,0 1289+ 16,4
IF
IF-C 77,3+7,2 97,2+17,4 54,3 +4,1 28,5+2,5 67,4 + 88
Din+Dout 80,4 £ 7.8 87,0+ 6,4 60,4 + 3.8 31,5+3,2 94,2 +10,8
Vlp propolis
OF 100,9+9,2 75,1+£5,2 90,4+ 7,0 119,6 £ 18,6 101,1 +8,8
GF 101,0£9,0 73,0+ 3,0 89,0+ 11,0 124,2 + 26,1 99,4 + 15,9
IF
IF-C 98,2+ 11,6 89,4+82 102,3+4,6 125,0+£254 112,0£8,3
Din+Dout 111,1+94 121,7+2.4 86,36 £ 5,4 60,7 +7,4 99,0 £ 8,4
Z.g propolis
OF 113,7+11,3 61,7+2,6 88,0+ 6,3 122,7+£2,0 101,3+12.3
GF 100,8 = 15,1 52,3+3,5 78,3 £5,1 109,8 + 14,0 89,4+ 12,7
IF
IF-C 121,6 £13,0 77,2+38,9 97,4+10,8 88,2+ 15,1 1042+54
Din+Dout 148,8+ 11,8 97,1 +£4,9 109,4+ 5.6 85,5+0,1 121,6 £9,9

* Srednja vrijednost + standardna devijacija (SD); n =3
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U Tablici 25 prikazana je procjena biodostupnosti PC, KR, GN, CA i CAPE odredena na
temelju IF-C 1 Din u odnosu na NU, iskoristivost polifenola nakon crijevne faze s dijalizom
(Din+Dout/NU) te udio ostatka polifenola u frakciji izvan membrane za dijalizu (Dout/NU),
izraCunate prema jednadzbama opisanim u dijelu 3. Eksperimentalni dio Potpoglavlje 3.6.3.
U modelu simulalcije probave in vitro IF-C dobivene su znatno vise vrijednosti biodostupnih
polifenola u odnosu na vrijednosti u modelu s polupropusnom membranom. Svi analizirani
polifenoli u uzorcima Zg i VIp u modelu IF-C pokazali su vrlo veliku biodostupnost
(od 80 do 120%), dok su polifenoli u smjesi standarda pokazali znatno niZzu biodostupnost
(od 28,5 % do 97,2 %).

Usporedujué¢i udio biodostupnih polifenola nakon prolaska kroz polupropusnu
membranu, u odnosu na fazu tankog crijeva s centrifugiranjem, rezultati prikazani u
Tablici 25 1 na Slikama 31 i1 32 pokazuju da su u ovoj frakciji dobivene vrlo niske
koncentracije polifenola, a najve¢i udio biodostupnih polifenola u frakciji Din izmjeren je za
PC i KR. Vrijednosti koncentracija CA u dijalizatu unutar polupropusne membrane (Din) bile
su izvan mjernog podrucja metode te su ozna¢ene nulom.

Na Slici 33. usporedena je biodostupnost A) PC, B) KR, C) GN, D) CA i E) CAPE u
modelu crijevne faze s centrifugiranjem (IF-C) prema modelu s polupropusnom membranom
(Din), a razlike u udjelu biodostupnih polifenola izmedu ova dva modela statistickom
obradom pokazale su statisti¢ku znacajnost (p < 0,05).

U kompleksima uzoraka Zg 1 Vlp u IF-C frakciji dobivena je veca biodostupnost
polifenola u odnosu na kompleks sa smjesom standarda, a statistickom obradom podataka
utvrdeno je da je biodostupnost svih polifenola u uzorku Zg u odnosu na smjesu standarda
bila statisti¢ki znacajno vecéa (p < 0,05), dok je u uzorku Vlp biodostupnost GN, CA i CAPE
bila statisticki znac¢ajno veca, medutim udio biodostupnosti PC i KR u IF-C nije bio statisticki
znacajan u odnosu na Din.

Iskoristivost polifenola nakon faze tankog crijeva s dijalizom (zbroj frakcije Din i
Dout) bila je visoka, s obzirom da je udio ostatka polifenola u frakciji izvan membrane (Dout)
visok 1 iznosi za sve polifenole vise od 50 %, osim CA koja u globalu ima niZe vrijednosti u

fazi tankog crijeva.
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Tablica 25. Procjena biodostupnosti, udjela iskoristivosti 1 udjela ostatka polifenola
pinocembrina (PC), krizina (KR), galangina (GN), kavene kiseline (CA) 1 feniletilestera
kavene kiseline (CAPE) u fazi tankog crijeva

Prinos polifenola (%) *

Parametar
PC KR GN CA CAPE
Smjesa standarda polifenola
Biodostupnost
IF-C/NU 773+7,2 972+74 54,3 +4,1 285+25 67,4+88
Din/NU 8,9+0,8 9,8 +0,5 0,8+0,1 - 2,603
Iskoristivost
Din+Dout/NU 80,4 +7,8 87,0+£6,4 60,4+ 3,8 31,5+3,2 94,2 +10,8
Udio ostatka
Dout/NU 71,5+7,0 77,1£59 59,7+3.8 31,5+3.2 91,6 £ 10,5
Vlp propolis
Biodostupnost
IF-C/NU 982+11,6 89,4 +£8,2 102,3+ 4,6 124,9+254 112,0+8,3
Din/NU 229+1,9 26,5+ 0,4 2,1+£0,1 - 8.8+1,1
Iskoristivost
Din+Dout/NU 111,1+9,4 121,8+2,4 86,4+54 60,7 7.4 99,0 + 8,4
Udio ostatka
Dout/NU 88,1+7,5 95,2+2,0 84,3+£52 60,7+ 7,4 902+7,3
Zg propolis
Biodostupnost
IF-C/NU 121,6 £ 13,0  77,2+8,9 97,4 +10,8 88,2 £ 15,1 1042+5,4
Din/NU 16,6 £ 1,5 14,8+ 0,8 1,5+0,1 - 4,5+04
Iskoristivost
Din+Dout/NU 148,8+ 11,8 97,1+4,9 109,4+ 5,6 85,5+0,1 121,6 £9,9
Udio ostatka
Dout/NU 132,2+10,3  82,2+4,1 107,8 +5,6 85,5+0,1 117,1+£9,5

NU - neprobavljeni uzorak; IF-C — frakcija faze tankog crijeva nakon centrifugiranja; Din — frakcija
tankog crijeva unutar polupropusne membrane; Dout — frakcija tankog crijeva izvan polupropusne

membrane

* Srednja vrijednost + standardna devijacija (SD); n =3
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Slika 31. RP-HPLC-PDA kromatogram kompleksa etanolnog ekstrakta smjese standarda i
HP-B-CD (std mix) nakon dijalize kroz polupropusnu membranu u frakciji tankog crijeva
unutar polupropusne membrane (Din)
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Slika 32. Izgled kromatograma kompleksa etanolnog ekstrakta propolisa (EEP-a) i
2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (HP-B-CD-a): kao neprobavljeni uzorak (®); nakon dijalize
kroz polupropusnu membranu u frakciji tankog crijeva unutar polupropusne membrane
Din (=)
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Slika 33. Biodostupnost polifenola A) pinocembrina (PC), B) krizina (KR), C) galangina
(GN), D) kavene kiseline (CA) i1 E) feniletilestera kavene kiseline (CAPE) nakon faze tankog
crijeva provedene na modelu s centrifugiranjem (IF-C) i na modelu dijalize kroz
polupropusnu membranu (Din) u kompleksu: smjese standarda (std mix), etanolnog ekstrakta
propolisa Valpovo (Vlp) i Zagreb (Zg) s 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom (HP-B-CD-om).
Statisticka znacCajnost ispitana je pomocu Kruskall Wallisovog (KW) neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom medusobne faze, uz p < 0,05.

a — statisticki znaCajno vecéa koncentracija u frakciji IF-C u odnosu na Din u uzorku std mix;
b — statisticki znaCajno veca koncentracija u frakciji IF-C u odnosu na Din u uzorkuVlp;

¢ — statisticki znaCajno vecéa koncentracija u frakciji IF-C u odnosu na Din u uzorku Zg,
p <0,05.
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4.5.2. Rezultati spektrofotometrijskih analiza

Sadrzaj ukupnih fenola (TP) kompleksa EEP-a i HP-B-CD-a te EESS-a i HP-B-CD-a u
neprobavljenom uzorku, NU i frakcijama iz OF, GF, IF-C, Din 1 Dout faza probave odreden
Folin-Ciocalteuovom metodom prikazan je na Slici 34 A 1 Tablici 26, a izraCunat je koristeci
smjesu standarda PC i GN u omjeru 2 : 1 (m/m).

Sadrzaj TP-a u analiziranim NU uzorcima bio je 15477,22 + 10,50 pg PC:GN mL" za
uzorak Vlp, a 20104,91 + 13,75 pg PC:GN mL"' za uzorak Zg. Tijekom simulacije probave in
vitro analizirani uzorci pokazali su povecanje sadrzaja TP u odnosu na NU i to za oba modela
crijevne faze te je izraCunom dobiven udio biodostupnosti ukupnih fenola (Slika 35 A), koji je
u frakciji IF-C za sva tri kompleksa bio iznad 100 %. U frakciji Din najve¢i udio biodostupnih
polifenola bio je u kompleksu smjese standarda, a razlike izmedu IF-C i Din u svim
analiziranim uzorcima bile su statisticki znacajne (p < 0,05).

Sadrzaj ukupnih flavona i flavonola, TFF-a, izracunat je primjenom QC. U uzorku NU
kompleksa Zg sadrzaj TFF-a bio je 4626,10 + 12,12 pg QC mL-1, u uzorku Vlp
3795,19 + 20 pg QC mL™, a u uzorku smjese standarda 1457,34 + 8,41 pg QC mL™". Tijekom
GID sadrzaj TFF bio je u blagom padu za uzorke kompleksa Zg 1 Vlp, a stagnirao je za
smjesu standarda. Statisticki znacajna razlika izmedu udjela biodostupnih TFF u frakciji IF-C
u odnosu na Din potvrdena je u uzorku Zg (p < 0,05), koja je prikazana na Slici 35 B.

Sadrzaj ukupnih flavanona i dihodroflavonola, TFD-a, odreden je temljem reakcije s
DNPH reagensom koriste¢i PC za izrazavanje rezultata. Tijekom GID in vitro doslo je do
viSestrukog povecanja u sadrzaju TFD-a 1 u uzorcima i smjesi standarda. Iznimka u
dobivenim rezultatima je sadrzaj TFD-a u frakciji Din smjese standarda pri ¢emu je sadrzaj
bio iznimno mali §to je statisticCkom obradom i potvrdeno (Tablica 28, Slika 34 C).

Uzorak kompleksa std mix je smjesa odabranih standarda PC, KR, GN, CA 1 CAPE, a
ovim metodama odziv mogu dati svi spojevi odgovarajuce fenolne strukture prisutni u uzorku
propolisa, a koji nisu prisutni u navedenom kompleksu, pocetni NU uzorak i uzorci iz probave
imali su znatno niZe pocetne vrijednosti sadrzaja TP-a i TFF-a u odnosu na uzorke kompleksa

Vlp 1 Zg propolisa s HP-B-CD-om.
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Tablica 26. Ukupni fenoli odredeni Folin-Ciocalteuovom metodom u neprobavljenom uzorku
(NU) 1 nakon oralne (OF) i ZeluCane faze (GF) te faze u tankom crijevu frakcija s
centrifugiranjem (IF-C), frakcija unutar polupropusne membrane (Din) i frakcija izvan
polupropusne membrane (Dout) u kompleksu smjese standarda, etanolnog ekstrakta propolisa
Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom

Faza Ukupni fenoli * u kompleksu
probave  gniese standarda polifenola  Vlp propolisa Zg propolisa
NU 6102,7+4,0° 154772 10,5 ® 20104,9 +13,7°
OF 6927,1+7,9° 14789,6 21,0 ® 19733,5 + 34,6 °
GF 7458,0 £ 99,1 ° 18747,7 + 69,2 * 20553,0+31,7°
IF
IF-C  8263,1+55,0° 22466,9 +322,2 26004,1 +£208,2°
Din  6118,8+110,0° 129733 + 84,0° 10920,6 + 138,4 ™
Dout  9289,5+259.8* 21587,2+£2479%® 29669,6 + 84,0 °

* Rezultat iskazan kao srednja vrijednost pg PC : GN mL™ kompleksa + standardna devijacija (SD);
n =3. StatistiCka znacajnost ispitana je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te
Dunnovim post-hoc testom medusobne faze, uz p < 0,05.

a, b — razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu uzoraka smjese
standarda 1 uzoraka propolisa Vlp i Zg u istoj fazi probave

Tablica 27. Ukupni flavoni i flavonoli odredeni odredeni metodom AICl; u neprobavljenom
uzorku (NU) i nakon oralne (OF) 1 Zelucane faze (GF) te faze u tankom crijevu frakcija s
centrifugiranjem (IF-C), frakcija unutar polupropusne membrane (Din) i frakcija izvan
polupropusne membrane (Dout) u kompleksu smjese standarda, etanolnog ekstrakta propolisa
Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom

Ukupni flavoni i flavonoli * u kompleksu

Faza
probave  gniese standarda polifenola  Vlp propolisa Zg propolisa
NU 14573 +8.4° 37952 + 20,7 * 4626,1 12,1 °
OF 1675,7+4,7°* 3464,1 +24,7® 4132,1+£39,9°
GF 1746,2 90,0 * 3927,8 +74,1° 2715,8 £ 16,2 ®
IF
IF-C  1262,2+56,0° 2479,6 + 145,7 ® 41603 + 81,3 °
Din  1036,0+233,1% 1897,8 + 98,7 ¢ 4219+116,5°
Dout 1553,1+85,5° 4612,8 +178,0° 3858,6 +37,3 %

* Rezultat iskazan kao srednja vrijednost pg QC mL™" kompleksa + standardna devijacija (SD); n =3
Statisticka znacajnost ispitana je pomocu Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te Dunnovim
post-hoc testom medusobne faze, uz p < 0,05.

a, b — razli¢ita slova oznacavaju statistiCki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu uzoraka smjese
standarda i uzoraka propolisa Vlp i Zg u istoj fazi probave
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Tablica 28. Ukupni flavanoni/dihidroflavonoli odredeni metodom DNP u neprobavljenom
uzorku (NU) i nakon oralne (OF) 1 zelucane faze (GF) te faze u tankom crijevu frakcija s
centrifugiranjem (IF-C), frakcija unutar polupropusne membrane (Din) i frakcija izvan
polupropusne membrane (Dout) u kompleksu smjese standarda, etanolnog ekstrakta propolisa
Valpovo (Vlp) i propolisa Zagreb (Zg) s 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom

Faza Ukupni flavanoni/dihidroflavonoli * u kompleksu
probave  gniese standarda polifenola  Vlp propolisa Zg propolisa
NU 4270+48"° 479,8 £ 8,8 % 480,6+1,5°
OF 10602 +11,0° 643,1 £21,3° 6852+ 14,0
GF 2245,5+53,0° 1899,7 + 34,0 1318,1 £95,5°
IF
IF-C  2360,2+323" 4609,2 + 40,9 ° 3101,8 + 82,6
Din 172+34,1° 3412,7 + 83,4° 3035,1 + 68,2
Dout 3083,3+75,6° 1507,9 27,8 ° 2704,45 + 48,6 ™

* Rezultat iskazan kao srednja vrijednost ug PC mL™ kompleksa + standardna devijacija (SD); n =3
StatistiCka znacajnost ispitana je pomoc¢u Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te Dunnovim
post-hoc testom medusobne faze, uz p < 0,05.

a, b — razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu smjese standarda i
uzoraka propolisa Vlp i Zg u istoj fazi probave
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Slika 34. Utjecaj simulacije probave in vitro na A) ukupne fenole (TP), B) ukupne flavone i
flavonole (TFF) i C) ukupne flavanone/dihidroflavonole (TFD) u neprobavljenom uzorku i
nakon oralne (OF) i zeluCane faze (GF) te faze u tankom crijevu nakon centrifugiranja (IF-C)
1 unutar polupropusne membrane (Din) i izvan polupropusne membrane (Dout) u kompleksu:

smjese standarda (std mix),

etanolnog ekstrakta propolisa Valpovo (Vlp) i Zagreb (Zg) s

2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom (HP-B-CD-om).
Rezultati za TP izraZeni su kao pg PC:GN mL™; za TFF ug QC mL™"; za TFD pg PC mL"
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Slika 35. Biodostupnost A) ukupnih fenola (TP), B) ukupnih flavona i flavonola (TFF), C)
ukupnih flavanona/dihidroflavonola (TFD) nakon faze tankog crijeva provedene na modelu
s centrifugiranjem (IF-C) 1 na modelu dijalize kroz polupropusnu membranu (Din) u
kompleksu: smjese standarda (std mix), etanolnog ekstrakta propolisa Valpovo (Vlp) i
Zagreb (Zg) s 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom (HP-B-CD-om).

Statisticka znacajnost ispitana je pomocu Kruskall Wallisovog neparametrijskog testa te Dunnovim
post-hoc testom medusobne faze, uz p <0,05.

a — statisticki znacajno veca koncentracija u frakciji I[F-C u odnosu na frakciju Din u uzorku std mix;
b — statisticki znacajno veca koncentracija u frakciji IF-C u odnosu na frakciju Din u uzorkuVlp;

¢ — statisticki znacajno veca koncentracija u frakceiji [F-C u odnosu na frakciju Din u uzorku Zg.
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§ 5. RASPRAVA

Fizikalne karakteristike hrvatskog propolisa, pokazale su velike razlike koje su se oCitovale i
u kemijskoj raznolikosti medu analiziranim uzorcima istrazivanima u ovom radu. Raznolikost
biljnih izvora i klimatski uvjeti karakteristiéni za odredeno geografsko podrucje, sezona
sakupljanja propolisa, tehnike i metode ekstrakcija polifenolnih sastavnica iz propolisa te
nacini prikaza rezultata, razlozi su zbog kojih je vrlo tesko usporediti dobivene rezultate s
rezultatima dosad objavljenih studija. Naime, koncentracijske razine ukupnih polifenola u
razli¢itim uzorcima propolisa iz razli€itih studija usporedive su samo ako se za njihovu
karakterizaciju koristi isti standard. Medutim, i u tom slucaju bitnu ulogu ima vrsta

1293189 ali i rezultati

istrazivanog uzorka, odnosno tip propolisa. Objavljena istrazivanja,
preliminarnog istraZivanja, '* potvrdili su da su uzorci iz kontinentalnog umjerenog podruéja
bogatiji polifenolima od uzoraka s jadranske obale. Nadalje, odabrano je istrazivanje pet
polifenolih spojeva, PC, KR, GN, CA i CAPE u uzorcima propolisa zbog njihove ucestalosti
u sastavu razli¢itth tipova propolisa, ali 1 specificnih te dokazanih medicinskih
uinaka, 7393:140.190

Temeljem istrazivanja Perak Junakovi¢ i suradnika kojim je dobiven znatno nizi
sadrzaj TFF-a u EEP-ima uzoraka propolisa iz Senja i Dubrovnika (22 mg QC g balzama i
7 mg QC g balzama) u usporedbi s kontinentalnim uzorcima propolisa (222 mg QC g
balzama u uzorku Zg i 165 mg QC g balzama u uzorku Vlp) ustanovljeno je da vegetacija
brdskog terena i utjecaj mediteranske regije imaju veliki utjecaj na kemijski sastav. '® U
uzorcima propolisa iz Zagreba 1 Valpova utvrden je 1 najveé¢i sadrzaj TFD-a
169 mg PC g balzama i 140 mg PC g”' balzama.

Srednje vrijednosti rezultata spektrofotometrijskih analiza EEP-a za TP-e u istom
istrazivanju iznosile su od 0,07 do 336,5 mg GA g'1 balzama, a za TFF od 6,7 do
2222 mg QC g balzama te se mogu usporediti s prethodnim istraZivanjem Pavlovic¢a i
suradnika u kojem je sadrzaj TP-a bio izmedu: 236 i 242 mg GA g''; sadrzaj TFF-a: do 26 do
32,14 mg QC g, a u studiji Juga i suradnika sadrzaj TP-a izmedu 206 i 220 mg GA g, dok

je sadrzaj TFF-a bio od 116 do 119 mg g"'. "*""'*? Nastavno na nagin prikazivanja rezultata,

preliminarni rezultati izrazeni kao % mg PC:GN g' balzama (TP: 0,3 — 67 %;
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TFFs: 0,5 - 18,3 %; TFD: 8,9 - 16,9 % ) usporedivi su s rezultatima objavljenim u studijama
Popove i suradnika, ¥'%°

Za istrazivanja stabilnosti, biodostupnosti i dijalizibilnosti odabranih polifenola (PC,
GN, KR, CA i CAPE) u uvjetima simulacije GID-a in vitro odabrani su uzorci kontinentalnog
tipa propolisa s podrucja Zagrebacke i OsjeCko-Baranjske Zupanije. Pocetni kriterij za odabir
navedenih uzoraka bili su ranije navedeni preliminarni rezultati spektrofotometrijskih analiza
sastava EEP-a uzoraka propolisa s podru¢ja kontinentalnih i1 jadranskih regija Hrvatske
kojima je potvrdeno da su kontinentalni uzorci propolisa bogatiji polifenolima, bez obzira na
standard koriSten za izracun sadrzaja. Osim toga, tekucinskokromatografskom analizom
EEP-a istih uzoraka [Slika 12 B)] ustanovljeno je da uzorci Zg i Vlp, za razliku od ostalih
uzoraka, sadrzavaju svih pet unaprijed odabranih polifenola te se pouzdanije moze potkrijepiti
pretpostavka ovog istrazivanja da ¢e zbog slicnog sastava i biodostupnost izmedu ova dva
uzorka biti sli¢na.

Oba odabrana propolisa pripadaju euroazijskoj-sjevernoameri¢koj regiji Sumskih
zajednica, koja obuhvaca velika Sumska podruc¢ja Europe, Azije i Sjeverne Amerike. U
Republici Hrvatskoj ovo podrucje obuhvaca dio sjeverno od Karlovca, prvenstveno savsko-
dravsko medurjecje, a prostire se u rasponu nadmorskih visina od 80 do 150 m. Najznacajnije
Sumske zajednice ovog nizinskog pojasa su one hrasta luznjaka (Quercus robur), poljskog
jasena (Fraxinus angustifolia), crne johe (Alnus glutinosa), obi¢nog graba (Carpinus betulus),
bijele i crne topole (Populus alba i Populus nigra), breze (Betula spp.) te raznih vrsta vrba

(Salix spp.), s kojih p&ele skupljaju smolu i balzamske tvari. '
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5.1. Istrazivanja PC, GN, KR, CA i CAPE u ekstraktima kontinentalnog tipa propolisa

Klju¢ni korak ovog istrazivanja bio je razvoj i optimizacija metode za analizu polifenolnih
spojeva propolisa. Stoga je odabrana tekuéinskokromatografska metoda visoke djelotvornosti
obratnih faza, s obzirom da je ovom instrumetalnom tehnikom moguce analizirati i polarne i
nepolarne analite. Propolis je kompleksni uzorak i sadrzava mnogo polifenolnih spojeva,
a osobito veliki izazov u razvoju i optimizaciji metode HPLC bio je posti¢i pouzdanost
analize odabranih polifenola PC, KR, GN, CA i CAPE zbog njihove sli¢ne, slabo polarne
kemijske strukture. Usredotoc¢enost u razvoju metode RP-HPLC-PDA najvec¢im je dijelom
bila na izboru kromatografske kolone, sastavu pokretne faze i temperaturi analize (Tablica
12). Kolone s obratnom nepokretnom fazom oktadecilsilikagel ¢C;g) karakterizira dobra
stabilnost u Sirokom rasponu vrijednosti pH te su u prijaSnjim istrazivanjima Cesto koriStene
za analizu polifenolnih spojeva u propolisu, medu, peludu pa i mati¢noj mlijeci. "*&'%+1%
Pokretna faza u tekucinskokromatografskim analizama ekstrakata i pripravaka propolisa
najcesce je smjesa vode i organskog otapala uz dodatak aditiva za prilagodbu i odrZzavanje pH
te za postizanje o$trine krivulja eluiranja poput formijatne, acetatne, fosforne kiseline ili
amonijevog acetata. Nerijetko su koriStene dulje kromatografske kolone (> 150 mm) ¢ijom se
primjenom znatno produljuje vrijeme analize, dok primjenom krac¢ih kolona (< 150 mm) nije
moguce u potpunosti razdvojiti sve spojeve te zadovoljiti kriterij razluc¢ivanja ciljnih analita
(Ry>2).

Razvoj 1 uspostavljanje metode RP-HPLC-PDA razvijene u ovom istrazivanju
zapoceo je modifikacijom uvjeta metode objavljene u radu Escriche i suradnika primjenjujuci
0,5 % V/V vodenu otopinu formijatne kiseline i acetonitril u A odnosno B komponenti
pokretne faze. % Analize su provedene na duljoj (250 mm), ali i kra¢oj koloni (125 mm)
budu¢i da su slicni uvjeti koriSteni u studiji Cunhe i suradnika za analizu polifenola u
brazilskom propolisu. °’ Medutim, s navedenim uvjetima (Tablica 12, modifikacije 1. i 2.)
nisu dobiveni zadovoljavajuci rezultati u pogledu razlu¢ivanja odabranih polifenola. Zamjena
acetonitrila metanolom u B komponenti pokretne faze rezultirala je relativno dobrim
razdvajanjem ciljanih analita, kra¢im vremenom analize uz primjenu izokratnog umjesto
gradijentnog eluiranja (Tablica 12, modifikacija 3.; Slika 12 A). Medutim, razlu¢ivanje svih

ciljnih analita nije bilo zadovoljavajuce (R, < 2).
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Daljnjom optimizacijom kromatografskih uvjeta (Tablica 12, modifikacije 4., 5. 1 6.;
Slika 12 B), koja je ukljucivala smanjenje udjela formijatne kiseline u pokretnoj fazi te
primjenu 100 mm kolone sa sitnijim punjenjem Cvrste faze (2 pum), utvrdeno je da takva
kolona nije pogodna za analizu odabranih polifenola s obzirom na kompleksnost uzoraka u
daljnjim istrazivanjima. Medutim, dodatna izmjena udjela formijatne kiseline u pokretnoj fazi
te primjena 150 mm kolone s punilom veli¢ine ¢estica 3,5 um (Tablica 12, modifikacija 7.;
Slika 12 C) zadovoljila je glavni uvjet, dobro razlucivanje svih pet odabranih polifenola.
Najucinkovitija 7. kombinacija kromatografskih uvjeta metode RP-HPLC-PDA je u svrhu
dokazivanja prikladnosti kromatografskog sustava podvrgnuta dodatnim eksperimentalnim
testiranjima utjecaja pH vrijednosti pokretne faze na kriti¢éne kromatografske parametre (g,
Ag, N, Rs 1 k). U tu svrhu su provedene daljnje modifikacije komponenti A 1 B pokretne faze
(Tablica 13), a dobiveni rezultati ukazali su da je 1,0 % V/V udio formijatne kiseline u
komponenti A odnosno metanol u komponenti B pokretne faze najbolji izbor za analizu svih
pet odabranih polifenola u standardnim otopinama i etanolnim ekstraktima propolisa
(Slika 12 A i B).

SloZeni sastav propolisa zahtijeva proc¢iS¢avanje uzoraka te izolaciju ciljnih spojeva
raznim ekstrakcijskim tehnikama prije kvalitativne i kvantitativne analize. '*° Rezultati
dobiveni primjenom optimiziranih i validiranih spektrofotometrijskih metoda UV-VIS za
odredivanje glavnih skupina polifenola (TP, TFF i TFD) u 70 %-tnim etanolnim ekstraktima
uzoraka propolisa te primjena tehnike UPE kod priprave ovih slozenih uzoraka, '** bili su
osnova za daljnja istrazivanja usmjerena na dobivanje vodenog ekstrakta propolisa prikladnog
za oralnu primjenu s dobrom biodostupnoséu odabranih polifenola u svim fazama

simulacije GID-a in vitro.

Iako su nedavne studije izvijestile o nizim ili priblizno jednakim prinosima ekstrakcije
MCR u usporedbi s UPE, ***° u ovom istraZivanju radi usporedbe rezultata, u pripravi uzorka
primijenjena je tehnika MCR, UPE 1 MPE (Slika 14.). Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija
omogucuje da se uzorak procisti od voska primjenom talozenja, odnosno zamrzavanjem
ekstrakta i centrifugiranjem na niskoj temperaturi. Za razliku od UPE, MPE se pokazala vrlo
neprakticnom tehnikom jer dovodi do zagrijavanja ekstrakta ¢ime se pospjeSuje otapanje
voska, ali i degradacija polifenolne frakcije. '™

Sastojci propolisa najviSe su topljivi u etanolu, medutim etanol Cesto nije pogodan

izbor za primjenu u djece, starijih osoba, osoba s alergijama, u trudnica i dojilja, ali niti u
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veterinarskoj medicini. Vodeéi se primjenom netoksi¢nih otapala u pripravcima propolisa te
spoznajama dosadaSnjih istrazivanja da se ekstrakcijska snaga vode povecava dodatkom
20 % PEG 400, ''*!"! istrazivanja su bila usmjerena na pripravu vodenog ekstrakta propolisa.
Treba istaknuti zanimljivo istraZivanje Suran i suradnika u kojem je kao ekstrakcijsko otapalo
uzoraka sirovog propolisa koristen bezvodni PEG 400 i 96 % etanol. Rezultati tog istrazivanja
pokazali su da iako su koncentracije ispitivanih polifenola u PEG 400 ekstraktima bile nize
nego u etanolnim ekstraktima, razlike u koncentracijama ukupnih fenola izmedu navedena
dva ekstraktanta nisu bile statisticki znacajne. ' Nasi rezultati idu u prilog ovoj studiji, jer su
dobivene koncentracije analiziranih odabranih polifenola znatno viSe povecanjem udjela
PEG-a (Tablica 14).

Najzastupljeniji polifenol u istrazivanim etanolnim i1 PEG ekstraktima bio je PC u
40 %-tnom etanolnom i u 70 %-tnom etanolnom ekstraktu, te GN u uzorcima sa 70 %-tnim i
80 %-tnim etanolom (Slika 14 i 15). U uzorcima Vlp propolisa koncentracije CA krec¢u se u
rasponu od 8,3 do 34,2 ug mL™. Za usporedbu, u radu Pellatija i suradnika koncentracija CA
odredena metodom HPLC-DAD bila je u rasponu od 20 do 1190 pg mL' u uzorcima
kontinentalnog tipa propolisa iz Italije, Sto potvrduje geografsku specifinost svakog
pojedinog uzorka kontinentalnog tipa propolisa. ' CAPE kao jedan od najvaznijih
polifenolnih spojeva povezanih s antioksidacijskom aktivnoS$¢u propolisa, u naSim je
uzorcima detektiran i kvantificiran u koncentracijama od 1,3 pg mL™ u 40 %-tnom etanolu
do 261,5 pg mL' u 70 %-tnom etanolu. Vrijednosti %RSD pojedinih rezultata pri
odredivanju sadrzaja polifenola tijekom istraZivanja cesto su iznosile visSe od 10 %
(Tablice 14, 15, 16, 17 1 18). To je bilo oc¢ekivano buduéi da je ponovljivost priprave uzorka
kriti€ni korak metode zbog kompleksnosti i heterogenosti propolisa te uloge odredenih
faktora u postupcima priprave ekstrakata (ekstrakcijska tehnika, otapalo, nosac, koncentracija,
vrijeme trajanja postupka). U prilog tome ide i moguénost usporedbe dobivenih rezultata za
KR, GN i CAPE (Tablica 15) s rezultatima studije Jerkovica i suradnika u kojoj su analizom
etanolnih ekstrakata uzoraka propolisa s podrucja kontinentalne i primorske regije Republike
Hrvatske primjenom metode HPLC-DAD dobivene vrijednosti za KR od 990 do 1355 mg L™,
za GN od 1170 do mg L' te za CAPE od 263 do 486 mg L. '

Pokusi koji su provedeni u ovom istrazivanju ukazali su da je najucinkovitiji postupak
priprave uzoraka sirovog propolisa primjena 70 %-tnog etanola/UPE/1 h/sobna temperatura

(Tablica 15 1 Slika 12).

Eleonora Perak Junakovi¢ Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 107

Imajuéi u vidu dokazanu biolosku aktivnost u vodi topljivog derivata propolisa u
kojem je ekstrakt propolisa kompleksiran s L-lizinom postupkom liofilizacije i njegovu
topljivost u vodi ' te brojna istrazivanja inkapsulacije ugljikohidratima, ''7-1?12 124125 1 _izin
te ugljikohidrati fruktoza, dekstroza, maltodekstrin i HP-B-CD prepoznati su kao sredstva koja
bi mogla poboljsati topljivost slabo polarnih molekula polifenola. Kompleksi EEP-a s L-Lys,
FRC, DX i MD nisu se u ovom istrazivanju pokazali ucinkovitim u postupku dobivanja u
potpunosti topljivog liofiliziranog osuska (Tablica 16). Medutim, prinosi odabranih polifenola
dobiveni analizom kompleksa EEP s HP-B-CD pokazuju da HP-B-CD, u odnosu na L-lizin i
ostale ugljikohidrate, najucinkovitije inkapsulira polifenole iz ekstrakta propolisa (Slika 19).

Uz postizanje dobrih prinosa odabranih polifenola ekstrakcijom iz uzorka sirovog
propolisa, jedan od ciljeva optimizacije postupka priprave uzorka bila je priprava ekstrakata s
minimalnim utroskom otapala i upotrebom netoksi¢nih kemikalija. Za razliku od kompleksa s
L-Lys, priprava kompleksa s HP-B-CD-om ne ukljucuje upotrebu nepolarnih organskih
otapala poput n-heksana, etilacetata, dietiletera i sl. Nadalje, HP-B-CD je dokazano
neskodljiva tvar ''® i kao takva pogodna za upotrebu u pripravcima za oralnu primjenu. Uloga
HP-B-CD kao i specifi¢nost 20 mg mL™" vodene otopine HP-B-CD u inkapsulaciji odabranih
polifenola potvrdena je u ovom radu dobivanjem najvecih prinosa polifenola te brzom i
dobrom topljivoséu liofilizata u vodi (Tablica 16 i 18, Slika 19 1 21). Medutim, rezultati
ukazuju na jedan izuzetak, a to je CA koja u pripravku bez HP-B-CD-a ima viSe od 20 puta
vecu koncentraciju u odnosu na kompleks s HP-B-CD-om (Tablica 17). Ovaj rezultat ne

potkrijepljuje rezultate iz rada '*

, u kojem se vrijednost koncentracije CA u kompleksu
brazilskog zelenog propolisa s HP-B-CD (42 pg mL™) i u vodenom pripravku bez HP-B-CD
(52 pg mL") nije znaGajnije promijenila. Spomenuta usporedba s CA samo potvrduje
¢injenicu da je tesko usporedivati rezultate razliCitih studija zbog ovisnosti sastava propolisa o
vegetaciji odredenog geografskog podrucja te klimatskim zonama. Treba naglasiti da je bez
obzira na CA, kompleksiranjem EEP-a s HP-B-CD postignuta ekstrakcija ostalih slabije
polarnih spojeva odnosno PC, KR, GN i CAPE, odnosno da je dobiven kompleks pogodan za
provedbu istrazivanja odabranih polifenola propolisa u uvjetima simulirane GID in vitro ¢ime
je zadovoljen jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja. Osim navedenoga, prednost priprave
kompleksa s HP-B-CD-om je $to je HP-B-CD prikrio gorki okus i intenzivan miris propolisa, a

time je obrada propolisa na opisani nacin prihvatljivija za oralnu primjenu od alkoholne
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otopine propolisa te istrazivanja provedena u ovom radu mogu imati i znanstveni znacaj za
istrazivanja in vivo u zZivotinja i ljudi.

Validacijska procjena metode RP-HPLC-PDA optimizirane za odredivanje odabranih
polifenola PC, GN, KR, CA i CAPE u pripravcima propolisa provedena je kako bi se ispitala
prikladnost 1 izdrzljivost analiticke metode. Linearnom regresijom masenih koncentracija
odabranih polifenola u odredenom ekstraktu propolisa i omjera povrSina kromatografskog
pika svakog pojedinog ciljnog analita potvrdeni su visoki stupnjevi linearnosti, Rp > 0,99 i
P regresiie < 0,001, dokazano je da nema ekstremnih odstupanja te da odsjeCak na y-osi nije
statistiCki znacajan, p ogsjecak > 0,05 (Tablica 20). Statisticka usporedba kalibratora standardnih
otopina analita sa standardnim otopinama analita obogacenog uzorka Du propolisa
(Tablica 20) ukazuje da nema znaCajnog utjecaja matrice (ANOVA, p > 0,05). Rezultati
ponovljivosti, srednje ponovljivosti i ponovljivosti priprave uzoraka propolisa (Tablica 21)
dokazuju preciznost metode, a dobra selektivnost potvrdena je reprezentativnim
kromatogramima kompleksa EESS polifenola i HP-B-CD-a, cijepljenog i necijepljenog
kompleksa uzorka Du 1 HP-B-CD te kompleksa uzoraka Vlp i Zg propolisa s HP-B-CD
(Slike 22 — 24). Vrednovanjem osjetljivosti metode RP-HPLC-PDA dobiveni su visoki
analiticki povrati te niske granice detekcije 1 odredivanja svakog pojedinog polifenola
(Tablica 22, Slika 24). Rasponi granica detekcije i odredivanja odabranih polifenola potvrdeni
ovom metodom usporedivi su sa rasponima navedenim u studijama Pellatija i suradnika
(GD od 1,6 do 4,6 ug mL™"; GO od 2,6 do 7,7 pg/mL"" i Seraglia i suradnika (GD od 0,03 do
1,60 pg mL"; GO od 020 do 3,20 pg mL™). > Vrijednosti analitickih povrata
(od 81 % do 108 %) s vrijednostima navedenim u studiji Luo i suradnika pri ispitivanju
polifenola u dodatcima prehrani bogatim propolisom (od 84 % do 119 %). "7 Sve te
usporedbe sa slicnim analitickim metodama i dobiveni validacijski rezultati, upucuju da je
optimizacijom metode RP-HPLC-PDA postignut znacajni doprinos u osjetljivosti i
pouzdanosti metode u svrhu njene namjene, istovremenog odredivanja pet odabranih

polifenola u etanolnim i vodenim ekstraktima te u pripravcima kompleksa propolisa.

Eleonora Perak Junakovié Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 109

5.2. Biodostupnost odabranih polifenola u uvjetima in vitro simulirane GID

5.2.1. Biodostupnost odabranih polifenola iz kontinentalnog tipa propolisa

Istrazivanjem biodostupnosti tijekom simulacije probave in vitro obuhvadena su dva
kontinentalna uzorka propolisa, iz okolice Valpova (VIp) i1 okolice Zagreba (Zg) u obliku
oralnog pripravka, vodene suspenzije liofiliziranog osuska kompleksa 70 %-tnog etanolnog
ekstrakta propolisa 1 vodene otopine 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina koncentracije
20 mg mL™, iz razloga kako bi se utvrdilo koliki utjecaj ima podrijetlo (izvor) propolisa na
stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost pojedinacnih polifenola. Pokusi su provedeni i na
vodenoj suspenziji liofiliziranog osuska kompleksa 70 %-tnog etanolnog ekstrakta smjese
standarda odabranih polifenola i1 vodene otopine 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina
koncentracije 20 mg mL™, kako bi se ispitao utjecaj sinergije svih analiziranih polifenola bez
matrice propolisa, odnosno oslobadanje ili zadrzavanje spojeva unutar matrice uzorka u
usporedbi sa smjesom standarda bez kompleksne matrice prolaskom kroz GID.

Kako bi odredeni spoj imao dobru bioraspolozivost, mora imati dobru biodostupnost u
crijevu, a s obzirom da je apsorpcija polifenola niska (od 2 do 20 %) °, nuzna su istraZivanja
utjecaja probave na njihovu stabilnost za daljnje razumijevanje apsorpcije 1 metabolizma. S
obzirom da prema trenutno dostupnim objavljenim istrazivanjima ne postoji studija kojom je
istrazivana stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost PC, KR, GN, CA i CAPE u kompleksu
EEP-a i HP-B-CD-a, nasi su rezultati usporedeni sa slicnim studijama u kojima su istrazivani
polifenoli u razli¢itim ekstraktima propolisa, meda, peluda, ljekovitog bilja ili hrane.

Kako bi metoda in vitro opisana ovom studijom bila Siroko primjenjiva i1 na ljudski i
na zivotinjski organizam, uvjeti i protokol metode odabrani su na temelju standardizirane
metode COST INFOGEST. ' Enzimi koristeni u metodi opisani su upotrebljavajuéi sustavnu
nomenklaturu i razvrstavanje enzima prema zahtjevima Medunarodne unije za biokemiju i
molekularnu biologiju (eng. International Union of Biochemistry and Molecular Biology,
IUBMB), a opisana metoda dopusta nabavu enzima od prikladnih dobavljaca (a-amilaza EC
3.2.1.1, pepsin, svinjski EC 3.4.23.1, pankreatin, iz svinjske guSterace EC 232-468-9, goveda
zu¢, suha nefrakcionirana EC 232-369-0). Enzim lipaza je prema standardiziranoj metodi

predviden za probavu in vitro u razli¢itim matricama hrane, no s obzirom da probavom
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in vitro u ovom istrazivanju nije obuhvacéena probava masti, a osim toga nije Siroko dostupan,
u ovom istrazivanju je izostavljen, iako bi bilo zanimljivo istraziti i njegov utjeca;.

U mnogim dosadas$njim istrazivanjima biodostupnosti simulacijom probave in vitro
oralna faza nije ukljucena, kako zbog neutralnog pH, tako i1 zbog kratkog zadrzavanja hrane u
ovoj fazi te nije ocekivano da ¢e do¢i do =znacajnijeg otapanja spojeva iz

9,176,177,181,182,198
hrane, 176177181182,

Medutim, zahtjev standardizirane metode u radu Brodkorb i suradnika
je da je bitno ukljuciti 1 ovu fazu, bez obzira radi li se o tekuc¢em ili krutom uzorku koji se
probavlja, stoga je sastavni dio ovog istrazivanja. '*

Jednokratna doza kompleksa propolisa Vlp i Zg za GID in vitro u NU odredena je
temeljem dostupnih podataka o preporu¢enom dnevnom unosu ekstrakta propolisa u
komercijalnim pripravcima za oralnu primjenu. Koncentracije polifenola u NU kompleksa
EESS-a pripravljene su na nadin da odgovaraju pribliznim vrijednostima koncentracija u
EEP-ima kako bi se pratila biodostupnost polifenola bez utjecaja matrice.

Simulacijom probave in vitro u razli¢itoj hrani ili biljnim ekstraktima ustanovljeno je
nekoliko modela simulacije biodostupnog udjela polifenola na razini faze tankog crijeva.
Medu njima se isti¢e model s filtracijom, kojim se odvajaju topljivi spojevi Sto ovu frakciju

199" 7a razliku od filtracije, uobiCajeni su i modeli s

¢ini dostupnom za apsorpciju.
centrifugiranjem 1 dijalizom, koji su primjenjeni u ovom istrazivanju. U modelu s
centrifugiranjem (IF-C), uzorak iz crijevne faze je centrifugiran te je odvojen nadtalog koji
predstavlja topljive spojeve (koji potencijalno mogu biti apsorbirani) od taloga s netopljivim,
tj. neapsorbiraju¢im spojevima. U modelu s dijalizom, dijalizibilni udio (Din) predstavlja
koli¢inu uzorka koja je prosla kroz polupropusnu membranu i dostupna je za apsorpciju iz
tankog crijeva, tj. bioraspoloziva je, dok s druge strane udio izvan membrane (Dout) ¢ini
koli¢inu uzorka koji se probavlja dalje u debelom crijevu.

Svi polifenoli pokazali su vrlo veliku stabilnost,(od 75 % do 123 %) nakon OF i GF,
osim polifenola KR koji je imao statisticki znacajno niZze koncentracije u odnosu na NU, i u
kompleksima uzoraka i smjese standarda (Tablica 24). Ukupno gledano, istrazivani polifenoli
u kompleksu EEP-a 1 HP-B-CD, tako i u kompleksu EESS-a sa HP-B-CD-om pokazali su i
veliku intestinalnu stabilnost. Rezultati pokazuju da promjene u koncentracijama polifenola,
kompleksiranih s HP-B-CD-om, u gornjem dijelu gastrointestinalnog sustava (OF, GF i IF-C)

nisu statisticki znacajne te analizirani polifenoli u tanko crijevo uglavnom dospijevaju u

nepromijenjenom obliku. Ipak, u fazi IF-C kompleksa smjese standarda opazene su razlike u
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koncentraciji polifenola PC, GN i CA u odnosu na NU (Tablica 23) koje su i statisticki
znacajne (p < 0,05).

Tijekom simulacije probave in vitro provedene ovim istrazivanjem PC je pokazao
najvecu gastrointestinalnu stabilnost, jer se koncentracija ovog polifenola tijekom OF, GF i
IF-C u sva tri uzorka nije znatno mijenjala (Tablica 24), no rezultat za uzorak Zg treba uzeti s
rezervom jer je analizom frakcija GF, IF-C, Din i Dout na vremenu zadrzavanja PC izasao
dvostruki pik, koji se ne pojavljuje u uzorku Vlp i std mix u jednakim uvjetima. Moguce je da
se hidrolizom u zelucanim uvjetima oslobodio novi spoj jednake polarnosti kao i PC te je na
istom vremenu zadrzavanja (fg) eluirao s kolone. Iz toga razloga koncentracija PC u uzorku
Zg u Zelu€anoj i crijevnoj fazi s oba modela nije usporediva, ali otvara moguénost detaljnijeg
istrazivanja drugim metodama 1 tehnikama. Medutim, s druge strane navedeni rezultat
dodatno potvrduje mnogobrojne dosadasnje studije o raznolikosti i kompleksnosti sastava
uzoraka propolisa, koliko je nepredvidiva analiza uzoraka propolisa u ovim uvjetima pri cemu
iz neutralnog pH oralne faze, uzorak prolazi jako kisele uvjete u GF, a nakon toga se pH
drasti¢no promijeni na blago luznati, stoga je moguce da je tijekom ovih faza osloboden spoj
koji u NU uzorku nije prisutan, a nije prisutan niti u uzorku Vlp tijekom svih faza GID 1 bitno
ga je spomenuti.

Flavonol galangin je u modelu pokusa IF-C pokazao izrazitu stabilnost (vrijednosti
oko 100 %) u uzorcima Zg i Vlp, te je koncentracija GN u IF-C za oba uzorka porasla u
odnosu na GF, dok je uzorak sa smjesom standarda pokazao smanjenje u koncentraciji nakon
IF-C, u odnosu na NU ( p = 0,0015). Promatraju¢i model s dijalizom, koncentracija GN u
Dout fazi ostala je na razini GF za sva tri uzorka, dok je koncentracija u Din vrlo niska te
biodostupnost, odnosno dijalizibilnost GN iznosi (izmedu 0,8 1 2 %.).

Za CA je u uzorku std mix izmjerena najniza koncentracija, a stabilnost joj je nakon
IF-C iznosila 28, %, a nakon Dout 31 % pri ¢emu je pokazala najvecu nestabilnost od svih
analiziranih polifenola. Medutim, u uzorcima propolisa Vlp i Zg CA je pokazala vecu
stabilnost te gledaju¢i koncentracije IF-C i Dout u odnosu na NU, nije bilo statisticki
znacCajnih razlika (p > 0,05). U frakciji Din nije bilo moguc¢e odrediti njenu koncentraciju, te
su za prikaz u Tablicama 23 1 24 te na Slikama 29 B i 33 vrijednosti za koncentraciju CA
oznacene s nulom.

Kod CAPE, kao derivata kavene kiseline vece hidrofobnosti, primije¢en je stabilan

profil nakon faze u tankom crijevu te se koncentracija CAPE se u odnosu na NU tek neznatno
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mijenjala (p > 0,05). Rezultati za CAPE (Tablica 25) pokazali su da je biodostupnost u smjesi
standarda, poput CA, znatno niZa nego u uzorcima i iznosi 67 % dok je u uzorcima Zg i Vlp
izmjerena biodostupnost CAPE vise od 100 % (104 %, 1112 %.)

Koncentracija KR u fazi IF-C se u odnosu na NU nije statisticki znacajnije mijenjala
(p > 0,05) za sva tri uzorka, stoga je temeljem dobivenih rezultata utvrdeno da su lipofilniji
spojevi poput flavanona PC i flavona KR imali najbolji profil biodostupnosti tj. oslobadanja iz
matrice u oba modela, §to je u skladu s objavljenim studijama. '>*'®

Ciklodekstrini (CD) stvaraju inkluzijske komplekse s lipofilnim molekulama bez
nastajanja kovalentnih veza, a molekule unutar Supljine su u dinamickoj ravnotezi sa
slobodnim molekulama u otopini, te je utvrdeno da je kompleks EEP-a i HP-B-CD-a stabilan
na uvjete OF 1 da u ovoj fazi ne¢e do¢i do hidrolize a-amilazom. S obzirom na to da su
molekule polifenola stabilne u kiselim uvjetima, promatraju¢i GF, kompleks je pokazao
stabilnost, odnosno razlike u koncentracijama svih analita u GF u odnosu na OF se nisu
statisti¢ki znacajnije promijenile (p > 0,05). U crijevnoj fazi polifenoli su ostali stabilni te nije
doslo do razgradnje zbog utjecaja blago luznatog pH oko 7,5-8,0 §to pokazuje da molekule
polifenola u kompleksu tijekom sve tri faze GID-a imaju kontinuiranu stabilnost.

Unato¢ relativno visokim vrijednostima biodostupnih polifenola nakon IF-C, njihova
dijalizibilnost kroz polupropusnu membranu (u frakciji Din) pokazala se vrlo niska, a veliki
udio biodostupnih polifenola dobiven je u frakciji Dout. Razmatrajuci dobivene i objavljene
rezultate za model s dijalizom, potrebno ih je vrlo oprezno proucavati s obzirom da mnogi
parametri poput dimenzija molekule, stupnja polimerizacije, prisutnosti Secera u molekuli,
veli¢ina pora membrane i sl. mogu promijeniti koli¢inu spojeva dostupnih za prolazak kroz
membranu, stoga je moguce da ¢e se ovi neapsorbirani spojevi probavljati i metabolizirati
crijevnom mikroflorom 1 tako povecati bioraspolozivost i bioaktivnost. Prolazak kroz
bioloSke membrane omogucen je samo otopljenim molekulama, a u ovom radu sve ispitivane
molekule bile su slabo topljive u vodi s topljivoséu manjom od 1 mg mL™ te je za poboljsanje
topljivosti istrazivanih polifenola odabran upravo oligosaharid HP-B-CD. Usprkos
poboljsanoj topljivosti ciljnih molekula formiranjem kompleksa s HP-B-CD-om, nastali
kompleks u primjenjenim uvjetima nije bio pogodan za prolazak kroz polupropusnu
membranu. Vezano uz navedeno, potrebno je uzeti u obzir i fizikalno-kemijska i bioloska
svojstva ciklodekstrina. Naime, zbog ciklicke strukture, CD su otporniji na enzimsku i

neenzimsku hidrolizu u odnosu na linearne dekstrine, medutim hidroliza a-amilazom iz sline
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se brze odvija ukoliko je CD u slobodnom obliku u odnosu na kompleks, te ovisi o veli¢ini
Supljine. Osim toga, ciklodekstrini kao hidrofilne molekule, s topljivos¢éu u vodi ve¢om od
600 mg mL", velike molekulske mase (oko 1000 - 2000 Da) s brojnim H-vezama kao
donorima 1 akceptorima nisu pogodni za apsorpciju iz probavnog sustava u krvotok, a

bioraspoloZivost im je ispod 4 %. !¢

Temeljem navedenoga, ciljne molekule moraju biti
oslobodene iz kompleksa prije apsorpcije, a glavni poznati mehanizam otpustanja ciljne
molekule iz otopljenih kompleksa je razrjedenje vodene otopine kompleksa. No s druge
strane, razrjedenje otopine kompleksa moze biti vrlo ogranicavajuce u slucaju oralne primjene
kompleksa zbog koli¢ina CD-a vec¢ih nego li su potrebne za otapanje ciljne molekule te je
daljnje istrazivanje potrebno usmjeriti na najpovoljniju koli¢inu CD-a kako bi se dobio
optimalan odnos koli¢ina uzorak/CD prikladan za oralnu primjenu. %'

U uvjetima in vitro polupropusna membrana za dijalizu radi na principu propustanja
molekula na temelju njihove veliCine, a ne hidrofilnosti/lipofilnosti. S obzirom na to da
hidrofilne molekule HP-B-CD-a vezu (kompleksiraju) molekule polifenola razlic¢itom
jacinom, ovisno o strukturi i polarnosti molekula, potencijalno je moguce da su pojedine
molekule snaznije vezane s HP-B-CD-om te se teZe otpustaju 1 zbog veliCine ne uspijevaju
pro¢i kroz membranu, dok su slabije vezane molekule lakSe otpusStene i jednostavnije prolaze
kroz membranu.

Iako su dobivene vrijednosti za biodostupnost polifenola u frakciji Din vrlo niske, ipak
se moze primijetiti jednaki trend kao u prvom modelu te je udio biodostupnih polifenola
najveci za polifenole PC (od 9 % do 22 %) 1 KR (od 10 % do 26 %). Biodostupnost GN 1
CAPE u frakciji Din bila je jako niska, a vrijednosti koncentracija CA u dijalizatu (Din) bile
su izvan mjernog podru¢ja metode. Gayoso i suradnici izvijestili su da su u njihovoj studiji
takoder dobivene vrlo niske koncentracije analiziranih fenolnih kiselina u dijalizatu nakon
dijalize kroz polupropusnu membranu, medu kojima je bila i CA. *** Pretpostavka je da je
niska biodostupnost, odnosno dijalizibilnost CA u Din zbog moguce konjugacije s probavnim
enzimima, ¢ime se molekulska masa znacajno poveca te molekula vise ne uspijeva proci kroz
membranu. '

Ukupni iskoristivi polifenoli odredeni temeljem zboja frakcija Din 1 Dout usporedivi

su s biodostupnim polifenolima nakon faze IF-C (Tablica 25), $to upuéuje na to da je s oba

modela udio polifenola, koji je potencijalno bioraspoloziv, sli¢an
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Nasim istrazivanjem pokazano je da su ispitivani polifenolni spojevi u kompleksu
propolis-HP-B-CD stabilni, odnosno da tijekom prolaska kroz GIT ne dolazi do gubitka
polifenola u uzorcima Zg i Vlp, dok su rezultati za stabilnost, biodostupnost 1 dijalizibilnost u
smjesi standarda pokazali da, iako nema utjecaja mogucih interferencija zbog kompleksne
matrice, tijekom faza GID-a postoji odredeni gubitak u odnosu na NU. Ustanovljeno je da je
matrica propolisa imala snazan utjecaj na stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost polifenola,
jer je ,,ponasanje polifenola prolaskom kroz GIT u kompleksu sa smjesom standarda i s
uzorcima razli¢ito, odnosno u kompleksima uzorka propolisa i ciklodekstrina biodostupnost je
za sve analizirane polifenole bila znatno ve¢a u odnosu na kompleks smjese standarda, bez
obzira na istrazivani model crijevne faze. Ovime je potvrdena prethodno postavljena hipoteza
da ¢e matrica propolisa imati veliki utjecaj na oslobadanje polifenolnih spojeva, u ovom
slu¢aju matrica je imala vrlo povoljan utjecaj na stabilnost, a time 1 na biodostupnost
polfenola. Osim toga, ova spoznaja moze znaciti i da je priprava kompleksa uspjesno
provedena, da je postignuta zadovoljavajuca topljivost u probavnim tekuéinama te da nema
drugih interferencija koje bi ometale prolazak kroz GIT.

Proucavanje 1 usporedba stabilnosti smjese standarda u odnosu na kompleksne uzorke
poput propolisa s jedne strane moze rezultirati preciznijim rezultatima s obzirom na to da se
pristupa jednostavnijim modelom uzorka (bez matrice), a pri tome se izbjegnu interferencije
zbog razli¢itih faktora koji se mogu naci pri istraZzivanjima s uzorkom. S obzirom na to da je
biodostupnost polifenola dobivena za oba uzorka propolisa sli¢na, a s druge strane u odnosu
na smjesu standarda razlicita, potvrdena je pouzdanost provedbe pokusa temeljem dobivenih i
statisticki obradenih rezultata.

Usporedbom biodostupnosti polifenola u uzorcima propolisa razli¢itog podrijetla u
fazi tankog crijeva IF-C, ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu propolisa Vlp i
propolisa Zg (p > 0,05). Za razliku od IF-C, u modelu crijevne faze s dijalizom, u frakciji Din,
razlike u biodostupnosti svih analiziranih polifenola izmedu propolisa Zg i propolisa Vlp su
statistiCki znacajne (p < 0,05). Slijedom dobivenih podataka dokazano je da razlicita lokacija
istog geografskog podrucja uzoraka sirovog propolisa ne utjece na biodostupnost istrazivanih
polifenola u modelu faze tankog crijeva s centrifugiranjem, medutim lokacija je imala
znacajni utjecaj na biodostupnost nakon dijalize.

U literaturi, medu mnogim studijama u kojima je proucavana biodostupnost

polifenolnih spojeva temeljem simulirane probave in vitro, postoje znacajne razlike u
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parametrima poput zvakanja, mehanickih pokreta tijekom Zzelucane faze, pH vrijednosti
pojedine faze i utjecaja enzima u razgradnji matrice i dijalizibilnosti polifenola Sto uvelike
utjeCe na oslobadanje polifenola iz matrice, a $to posljedi¢no otezava usporedbu rezultata
medu studijama. Osim toga, ne postoji jednozna¢nost u mjernim jedinicama KoriStenim za
izrazavanje rezultata, §to doprinosi heterogenosti prikazanih rezultata. Uz navedeno, u
odredenim slucajevima modelom probave in vitro nije moguce u potpunosti predvidjeti
biodostupnost pojedinih polifenola, zbog odsutnosti faze fermentacije u debelom crijevu gdje
polifenoli najveéim dijelom metaboliziraju. *** U naSem istraZivanju kljuéni faktori kod
odredivanja biodostupnosti polifenola pokazali su se model i protokol simulirane probave in

vitro te nacin prikazivanja rezultata.

Opcenito gledajuci, ciklodekstrini povecavaju topljivost slabo topljivih spojeva u vodi,
medutim utjecaj na njihovu sposobnost prolaska kroz bioloske membrane moze biti vrlo
promjenjiv, stoga se moze zakljuCiti da ciklodekstrini, a u ovom slu¢aju HP-B-CD, i

poboljsavaju oralnu biodostupnost, ali je u nekim slucajevima i ogranicavaju.

Novorazvijenom metodom RP-HPLC-PDA s izokratnim eluiranjem, koja ukljucuje
kolonu C;3 dimenzija 150 x 4,6 mm; 3 pum, primjenom nosaca HP-B-CD-a te nafinom
priprave uzorka koji ukljuCuje liofilizaciju, u ovom je istraZivanju potvrdena bolja
biodostupnost u modelu GID-a in vitro s cenrifugiranjem u odnosu na model difuzije.
Medutim, budu¢i da sli¢na istrazivanja nisu provedena, ovakav originalni pokus nije moguce
usporediti s rezultatima drugih, ali su svi dobiveni rezultati vjerodostojni buduci da su
dobiveni suvremenim, pouzdanim, validiranim postupcima 1 obradeni prihvatljivim
ststistickim metodama. Ovo istraZzivanje daje nove spoznaje koje se mogu prosiriti daljnjim
istrazivanjima poput istrazivanja biodostupnosti polifenola optimizacijom koli¢ine
ciklodekstrina i omjera propolis/ciklodekstrin, probavom koja ukljucuje i sastojke hrane te

odredivanjem biodostupnosti i u debelom crijevu.
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5.2.2. Biodostupnost glavnih skupina polifenola iz kontinentalnog tipa propolisa

Dosada$njim istrazivanjima dokazano je da bioloska aktivnost propolisa uvelike ovisi o
sinergiji njegovih sastavnica, a u ovom istrazivanju je osim pojedina¢nih sastavnica, ispitan i
utjecaj simulirane probave in vitro na stabilnost, biodostupnost i dijalizibilnost glavnih
skupina polifenola u kompleksima uzoraka propolisa s podrucja Zagreba (Zg) i Valpova (Vlp)
s HP-B-CD-om te u kompleksu smjese standarda i HP-B-CD-a (std mix). Uzorak std mix je
smjesa odabranih standarda, koncentracijski pripravljena i1 prilagodena koncentracijama
istrazivanih analita u uzorcima kompleksa EEP-a i HP-B-CD-a, stoga nije za ocekivati da ¢e
se sadrzaj ukupnih polifenola u NU uzorku std mix moci usporediti s kompleksima uzoraka
propolisa, jer je sastav propolisa puno sloZeniji te sadrzava i druge fenole, odnosno flavone,
flavonole, flavanone i dihidroflavonole koji takoder daju odziv ovim metodama, ¢ime je u
uzorcima Vlp 1 Zg dobiven veci sadrzaj. Medutim, uzorak std mix posluzio je za usporedbu
odnosa koncentracija polifenola iz GID faza u odnosu na NU te procjenu utjecaja matrice na
TP, TFF i TFD.

Sadrzaj TP-a inkluzijskog kompleksa etanolnog ekstrakta uzoraka kontinentalnog
propolisa i vodene otopine HP-B-CD-a za uzorak Vlp 15477,22 pg PC:GN mL" i uzorak Zg
20104 pg PC:GN mL™" dobiven u ovom radu usporediv je s rezultatima za TP u etanolnim
ekstraktima propolisa VIp i Zg (21223,91 pug PC:GN mL" i 21715,81 ug PC:GN mL™")
dobivenim u radu Perak Junakovi¢ i suradnika i etanolnim ekstraktima uzoraka sirovog
propolisa iz okolice Siska u radu Suran i suradnika u kojem je dobiven sadrzaj ukupnih
fenola 15920 pg GA mL™."""'® S obzirom na navedeno, inkapsulacijom s HP-B-CD-om nije
doslo do gubitka analita, a HP-B-CD je ucinkovito ekstrahirao analite te je postupak priprave
kompleksa osigurao visoki sadrzaj ukupnih polifenola u krajnjem produktu, liofiliziranom
osusku, otopljenom u vodi.

Analizom ukupnih fenola u frakcijama GID-a dobiveni rezultati pokazuju da su
ukupni fenoli tijekom GID-a stabilni, a povecanje sadrZaja nakon faze tankog crijeva u
odnosu na NU, upucuje na visoku biodostupnost, odnosno da su polifenoli ucinkovito
otpusteni iz matrice. Udio biodostupnih TP u frakciji Din bio je statisticki znacajno nizi u
odnosu na IF-C (p < 0,05) za sva tri kompleksa. Za razliku od frakcije Din kod odredivanja

pojedinacnih polifenola metodom HPLC, u kojoj je dijalizibilnost polifenola bila najvise
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26 % (za KR u kompleksu propolisa Vlp), dijalizibilnost TP-a bila je od 54 % u kompleksu
Zg do 100 % u smjesi standarda.

Analizom sadrzaja ukupnih flavona i1 flavonola primjecena je veca nestabilnost
tijekom GF GID-a, sa statistickom znacajnosti u uzorku Zg i std mix (p < 0,05), medutim u
odnosu na NU nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika (p > 0,05), ¢ime je dokazana stabilnost
TFF-a tijekom GID. Udio biodostupnih TFF-a u sva tri kompleksa bio je visok i iznosio je od
65 % do 90 % promatraju¢i model s centrifugiranjem. U modelu s dijalizom dobivena je
statisticki znacajno niza vrijednost biodostupnih TFF-a u uzorku Zg (p < 0,05).

Sadrzaj TFD-a u uzorcima NU bio je vrlo sli¢an za sva tri uzorka te nije bilo statisticki
znacajne razlike (p > 0,05). Dok nakon OF u kompleksima uzoraka Zg i Vlp sadrzaj TFD-a
tek neznatno poraste, u uzorku std mix sadrzaj se poveéa sa 426,96 pug PC mL"' na
1060,17 pg PC mL". Nakon GF koncentracije TFD-a u odnosu na po&etni NU uzorak znatno
porastu, te u ovim kiselim zelu¢anim uvjetima dolazi do pove¢anog oslobadanja flavanona i
dihidroflavonola iz matrice propolisa. Crijevna faza IF-C pokazala je daljnje povecéanje
koncentracije TFD-a za komplekse, medutim u uzorku std mix u ovoj frakciji dolazi do
stagnacije (vrlo neznatno povecanje u koncentraciji u odnosu na GF). Crijevna frakcija Din u
uzorku std mix pokazuje vrlo niske koncentracije tj. nisku dijalizibilnost TFD-a, no u
kompleksima je situacija obrnuta, te je za uzorke Zg i Vlp sadrzaj TFD-a u IF-C i Din vrlo
slican, a osim toga nema statisticki znacajne razlike (p > 0,05). Osim §to su koncentracije
TFD-a u frakciji Din visoke, frakcija Dout takoder sadrzava veliki udio biodostupnih spojeva.
Naime, s obzirom da je u frakciji Din uzorka std mix detektirano vrlo malo TFD-a,
koncentracija u frakciji Dout pokazuje da je ve¢ina flavanona i dihidroflavonola u ovom
istrazivanju ostala izvan membrane za dijalizu, nije doSlo do prolaska kroz membranu.

Povecanje udjela biodostupnih TP-a i TFD-a tijekom GF 1 IF-C, u odnosu na NU,
upucuje na uspjesno oslobadanje polifenola iz matrice prolaskom kroz GIT. U studiji Ozdala i
suradnika u kojoj je istrazivana biodostupnost ukupnih fenola (TP) i ukupnih flavonoida (TF)
sirovog (nativnog) propolisa takoder je potvrdeno povecanje u sadrzaju TP-a i TF-a tijekom
GF 1 IF, medutim u odnosu na rezultate za TP i TF u EEP-u neprobavljenog uzorka,
biodostupnost je bila niska, stoga je studijom zaklju¢eno da je za povecanje biodostupnosti

polifenola uzorak propolisa u¢inkovitije pripravljati u obliku ekstrakata.'**
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U naSem istrazivanju dokazano je da je, osim uc¢inkovite priprave uzoraka propolisa u
obliku ekstrakta, kompleksiranjem EEP-a i nosaca HP-B-CD-a dobiven stabilan kompleks
otporan na kiselinsko-bazne uvjete GID-a, interakcije s enzimima i ostalim sastojcima

probavnih tekuéina.
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§ 6. ZAKLJUCAK

1. Optimalni uvjeti tekucinskokromatografske metode namijenjene za istovremeno
odredivanje pinocembrina, galangina, krizina, kavene kiseline i1 feniletil estera kavene
kiseline (metoda RP-HPLC-PDA) ukljucuju primjenu kolone s obratnom nepokretnom
fazom oktadecilsilikagel dimenzija 150 x 4,6 mm i punilom veli¢ine Cestica 3,5 um s
izokratnim eluiranjem ciljnih analita pokretnom fazom koja sadrzava volumni udio od
45 % komponente A (smjesa vode u 97 %-tnom, metanola u 2 %-tnom 1 formijatne
kiseline u 1 %-tnom volumnom udjelu) i 55 % komponente B (metanol) uz detekciju na

290 nm detektorom s nizom fotodioda.

2. Najucinkovitiji postupak priprave uzoraka sirovog propolisa za liofilizaciju razvijen u
ovom istrazivanju je ekstrakcija 70 %-tnim etanolom potpomognuta ultrazvukom u

uvjetima sobne temperature i jednosatnog trajanja ekstrakcije.

3. Ugljikohidrat, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin koncentracije 20 mg mL™" pokazao se u
ovom istrazivanju kao najucinkovitije sredstvo za poboljSanje topljivosti pinocembrina,
galangina, krizina i feniletil estera kavene kiseline u vodenoj suspenziji liofiliziranog

osuska dok je topljivost kavene kiseline bila visestruko veca bez ciklodestrina.

4.  Tekucinskokromatografskim analizama odabranih polifenola i spektrofotometrijskim
analizama glavnih skupina polifenola potvrdena je ucinkovitost liofiliziranog osuSka
kompleksa 70 %-tnog etanolnog ekstrakta propolisa i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina

koncentracije 20 mg mL™" u odnosu na 70 %-tni etanolni ekstrakt propolisa.

5. Vodena suspenzija liofiliziranog osuSka kompleksa 70 %-tnog etanolnog ekstrakta
propolisa i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina koncentracije 20 mg mL™ pogodan je za
istrazivanja in vitro 1 in vivo 1 kandidat je za oralne farmaceutske pripravke jer ne

sadrzava alkohol i toksi¢ne tvari.
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6.

10.

11.

Sveobuhvatnim validacijskim vrednovanjem novorazvijene metode RP-HPLC-PDA,
uzimajuci u obzir i kompleksnost te ucinkovitost postupaka priprava uzoraka sirovog
propolisa, dokazana je pouzdanost metode za kvantitativno 1 kvalitativno istovremeno
odredivanje pinocembrina, galangina, krizina, kavene kiseline i1 feniletil estera kavene
kiseline u etanolnim i vodenim ekstraktima te pripravcima kompleksa propolisa i

nosaca.

Novorazvijena metoda RP-HPLC-PDA primjenjiva je za odredivanja odabranih
polifenola propolisa u oralnim, Zelucanim i crijevnim frakcijama simulirane probave in

vitro.

Tekucinskokromatografskim analizama frakcija simulirane probave in vitro potvrdeno
je da nije doSlo do razgradnje pinocembrina, galangina, krizina, kavene kiseline i

feniletil estera kavene kiseline niti u jednom istrazivanom segmentu simulirane probave.

Stabiliziraju¢i utjecaj matrice propolisa dokazan je tekucinskokromatografskom
analitickom potvrdom vece stabilnosti, odnosno biodostupnosti, pinocembrina,
galangina, krizina, kavene kiseline i feniletil estera kavene kiseline u kompleksima
uzoraka propolisa i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina u odnosu na kompleks smjese

standarda odabranih polifenola i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina.

Pinocembrinu i krizinu, tvarima s najve¢om lipofilno§¢u u odnosu na promatrane
polifenole, potvrden je najbolji profil biodostupnosti i dijalizibilnosti u odnosu na druge

istrazivane sastavnice.

Spektrofotometrijskim analizama odredivanja sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavona
1 flavonola kao i1 ukupnih flavanona i dihidroflavonola potvrdena je stabilnost i visoka

biodostupnost ovih glavnih skupina polifenola u simuliranoj probavi in vitro.
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12. Tekucinskokromatografskom analizom potvrdeno je da je simulacijom probave in vitro
provedenom centrifugiranjem u fazi simulirane probave u tankom crijevu postignuta
znatno veca biodostupnost pinocembrina, galangina, krizina, kavene kiseline 1 feniletil

estera kavene kiseline u odnosu na model s dijalizom.

13. Istrazivanja simulirane probave in vitro polifenola provedena na dva razli€ita uzorka
kontinentalnog propolisa dokazala su da nema znacajne razlike u biodostupnosti
pinocembrina, galangina, krizina, kavene kiseline i feniletil estera kavene kiseline s

obzirom na lokaciju geografskog izvora propolisa.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Kratica Engleski Hrvatski
HP-B-CD 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrin 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
CA Caffeic Acid Kavena kiselina
CAPE Caffeic Acid Phenylethyl Ester Feniletil ester kavene kiseline
Din - Otopina unutar membrane za dijalizu
Dout - Otopina izvan membrane za dijalizu
EEP Ethanolic Extract of Propolis Etanolni ekstrakt propolisa
EESS - Etanolni ekstrakt smjese standarda
ESI Electrospray lonization Kemijska ionizacija elektrorasprSenjem
GA Gallic Acid Galna kiselina
GC Gas Chromatography Plinska kromatografija
GD - Granica detekcije
GF Gastric Fraction Zelugana frakcija
GN Galangin Galangin
GO - Granica odredivanja
IF-C Intestinal Fraction after Crijevna frakcija nakon centrifugiranja
Centrifugation
KR Chrisin Krizin
LC Liquid Chromatography Tekucinska kromatografija
LC-MS/MS Liquid Chromatography — Tandem Tekucinska kromatograf—ja - tandemna
Mass Spectrometry spektrometrija masa
MAE Microwave-Assisted Extraction Ekstrakcija otapalom potpomognuta
mikrovalovima
MPE - Ekstrakcija otapalom potpomognuta
mikrovalovima
NU - Neprobavljeni uzorak
OF Oral Fraction Oralna frakcija
PC Pinocembrin Pinocembrin
QC Quercetin Kvercetin
RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Tekuc¢inska kromatografija visoke
Liquid djelotvornosti obratnih faza
Chromatography
std mix Kompleks etanolnog ekstrakta smjese
standarda i HP-B-CD-a
TP Total Phenolics Ukupni fenoli
TFF Total Flavones and Flavonols Ukupni flavoni i flavonoli
TFD Total Favanones/dihydroflavonols Ukupni flavanoni/dihidroflavonoli
UAE - Ekstrakcija otapalom potpomognuta
ultrazvukom
UPE Ultrasound-Assisted Extraction Ekstrakcija otapalom potpomognuta
ultrazvukom
UV-DAD Ultraviolet Diode Array Detector UV-detektor s nizom fotodioda
UV-PDA Ultraviolet-Photodiode Array UV-detektor s nizom fotodioda
UV-Vis Ultraviolet-Visible spectrophotometry  UV-Vis spektrofotometrija
spectrophotometry
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§ 9. DODATAK

Dodatak 9.1. Primjena RP-HPLC-PDA metode za odredivanje koncentracija PC, KR,

GN, CA i CAPE u frakcijama iz in vitro simulirane probave

Tablica D1. Smanjenje/povecanje biodostupnih polifenola nakon svake faze GID u odnosu na
NU za a) PC, b) KR, ¢) GN, d) CA ie) CAPE

a)

PC Std mix, % Vip, % 7g, %
OF -23,34 +0,91 +13,72
GF -21,98 +1,00 +0,79
IF-C -22,72 -1,84 +21,65
Din -91,05 -77,05 -83,40
Dout -28,52 -11,90 +32,18
Din+Dout -19,57 +11,06 +48,78
b)

KR Std mix, % Vip, % 7g, %
OF -19,50 +24,94 -38,30
GF -18,72 +26,98 +47,69
IF-C -2,79 -10,55 +22,77
Din -90,15 -73,45 -85,18
Dout -22,89 -4,78 +17,75
Din+Dout -13,04 +21,77 +2,93
c)

GN Std mix, % Vip, % 7g, %
OF -21,86 -9,60 -11,98
GF -20,53 -11,04 21,71
IF-C -45,68 +2.26 -2,62
Din -99,22 -97,94 -98,45
Dout -40,34 -15,70 +7,82
Din+Dout -39,56 -13,64 +9,37
d)

CA Std mix, % Vlp, % 7g, %
OF -25,52 +19,58 +22,69
GF -28,21 +24,18 +9,85
IF-C -71,47 +24,86 -11,79
Din -100,00 -100,00 -100,00
Dout -68,45 -39,28 -14,48
Din+Dout -68,45 -39,28 -14,48
e)
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CAPE Std mix, % Vlp, % 7g, %
OF +25,11 +1,13 +1,32
GF +28,92 -0,55 -10,64
IF-C -32,57 +12,04 +4,16
Din -97,43 -91,22 -95,50
Dout -8,36 -9,82 +17,11
Din+Dout -5,79 -1,04 +21,61
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Dodatak 9.2. Statisticka obrada rezultata priprave uzoraka primjenom razli¢itih postupaka i uvjeta ekstrakcije

Tablica D2. Koncentracije polifenola u ekstraktima propolisa dobivene primjenom razli¢itih postupaka i uvjeta ekstrakcije. Opazene
razlike u koncentraciji polifenola dobivenih razli¢itim postupcima ekstrakcije statisticki se razlikuju. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD, n = 3.

y/pg mL" + SD
Broj postupka Postupak i uvjeti ekstrakcije

PC KR GN CA CAPE
1. MCR 70% EtOH 1521,784+37,63 848,52+39,19 985,44+51,28 - 198,67+16,32
2. UPE 70% EtOH 1 h 2125,12+56,7 1149,13+42,65 1300,1+40,46 33,88+2,77 262,05+8,9
3. UPE 70% EtOH 2 h 2135,374+40,66 1166,63+25,52 1296,42426,93 31,74+4,58 260,7743,29
4. UPE 40% EtOH 1 h 9,26+1,25 2,71+0,6 4,86+0,27 8,27+1,26 1,29+0,16
5. UPE 80% EtOH 1 h 1949,733+59,32 1070,82+34,64 1203,25+30,11 11,63+4,15 241,46+12,67
6. UPE 90% EtOH 1 h 1701,62+79,07 937,62+43,87 1066,43+33,28 - 210,72+6,13
7. MPE 70% EtOH 3062,28+165,4 1596,32+48,13 1822,51+48,61 326,74+12,49 122,46+11,3
8. MPE 20% PEG 400 95,48+2,42 148,44+25,77 123,05+5,16 9,20+0,15 221,35+3,80
9. MPE 40% PEG 400 206,04+16,76 511,79+39,48 663,46+8,92 13,44+3,00 854,19+51,15
10. UPE 20% PEG 400 1 h 42,55+7,24 10,51+1,45 17,45+2,60 23,94+6,70 4,95+0,64
11. UPE 40% PEG 400 1 h 154,09+2,99 54,36+2,87 83,65+5,16 18,63+1,48 21,37+0,23
12. UPE 70% EtOH 1 h lio 45,79+1,37 2,95+0,35 6,82+0,19 227,42433,79 4,06+0,11
13. UPE 80% EtOH 1 h lio 49,28+1,16 3,62+0,15 5,75+0,10 165,88+24,81 4,83+0,14
14. UPE 90% EtOH 1 h lio 41,76+5,99 1,75+0,37 5,88+0,54 49,57+51,30 2,54+0,07
p-vrijednost 0,0001 0,0001 0,0001 0,0007 0,0001
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Dodatak 9.3 Statisticka obrada rezultata dobivenih pripravom uzoraka KoriStenjem

nosaca

Tablica D3. Koncentracija polifenola (y / ug mL™' + SD) vezanih za razligite nosade u

propolisu podrijetlom iz dva podrucja: Valpovo i Zagreb

s y/pg mL™! £ SD
g Nosad
PC KR GN CA CAPE
L-Lys 864,474208,51  2313,07£377,54  1367,75+427,61  199,96+92,97 388,20+68,66
FRC 25,40+2,32 7,03+1,03 17,66+1,55 170,83+1,73 4234023
DX 121,26+£14,37 49,96+7,10 64,45+7,22 319,27417,67 13,30+1,73
MD 126,66+10,66 18,31+0,21 34,18+0,39 199,62+23,68 13,15+0,32
o -1
g ZH(;{E%&‘]])L 1945,18+177,07  635,38+18,74 993,11+49,29 264,31+37,61 211,56:16,88
= 1
> ;%‘_Ié‘%g; 2008,71£166,28  856,45+95,19  1175,58+118,47  242,3843,14 229,36+16,55
-1
E%I_E%SL 2009,53+178,60  890,09+96,17  1181,54+134,00  192,84+24,02 224,66221,03
bez nosaca 340,54+75,64 3521+11,87 78,7916,47  5224,714915,01 29,36+4,49
p-vrijednost 0,0031 0,0022 0,0035 0,0104 0,0031
20 mg mL"!
HP-B-CD 2769,694203,00  1447,08£66,65  984,29+41,98 545,08423,78 648,89+52,28
40 mg mL"!
3239.93+14,88  1911,03£12,56  1213,37+1,39 468,4242,05 767,0624,26
= HP-p-CD
5% 60mgmL’
& HP.CD 254228+156,97  1468,85:146,21  954,32480,63 303,74423 35 613,38+39,49
bez nosaca 418,20421,17 98,27+10,56 78,32+43,88 6668,63+718,20 88,53+11,48
p-vrijednost 0,0188 0,0249 0,0249 0,0156 0,0237

Koncentracije polifenola variraju ovisno o koriStenom nosacu, a opazene razlike statisti¢ki su znacajne
neovisno o kojoj komponenti polifenola se radi ili o podrucju s kojeg propolis dolazi.
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Dodatak 9.4. Statisticka obrada rezultata dobivenih analizom frakcija pojedinih faza in
vitro simulirane probave

Tablica D4. Koncentracija polifenola PC u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

PC Valpovo Zagreb Std mix p
SV SD SV SD SV SD

NU 1945,18*° 177,07  2769,69° 203,00 2634,74® 277,97  0.0509
OF 1952,22° 2232 3134,65° 8497 200646 18,09  0,0273
GF 1954,18" 38,82  2771,11° 208,80  2039,07° 37,67  0,0273
IF-C 1895,91° 64,10  3356,66° 265,92  2023,05° 4029  0,0273
Din 444,25 3,65 457,80 6,52 234,50 5,29 0,0273
Dout 1704,90° 9,51 3647,15° 21,50 1870,35® 15,64  0,0273
DintDout  214916® 13,15 4104,96* 2423 2104,85° 20,74 0,0273
P 0,0122 0,0044 0,0051

Opazene razlike koncentracije polifenola PC statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razliito slovo oznacava statisticki znacajne razlike u koncentraciji
polifenola PC u uzorcima razli¢itog podrijetla u istoj fazi GID-a, p < 0,05.

Tablica DS. Koncentracija polifenola KR u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

KR Valpovo Zagreb Std mix p
Y% SD Y% SD SV SD

NU 635,38" 18,74 144708 66,65 761,91 61,80  0,0273
OF 476,53 26,80 892,06 30,00 610,84 3,18 0,0273
GF 463,63" 7,38 755,42° 2342 616,11° 14,46  0,0273
IF-C 568,74° 59,79  1113,72° 76,47 737,58 4738 0,0273
Din 168,67 2,52 214,09 3,35 74,80 2,17 0,0273
Dout 604,77 6,28 1188,37% 4,89 585,16" 9,44 0,0273
Din+Dout 773,43 828 1402,46" 7,91 659,97 9,74 0,0273
p 0,0046 0,0040 0,0041

Opazene razlike koncentracije polifenola KR statisti¢ki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razli¢ito slovo oznacava statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji
polifenola KR u uzorcima razli¢itog podrijetla u istoj fazi GID-a, p < 0,05.
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Tablica D6. Koncentracija polifenola GN u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

GN

NU

OF

GF

IF-C

Din

Dout
Din+Dout

p

Valpovo Zagreb Std mix p

SV SD SV SD SV SD

993,11° 4929 984,29 41,98  1177,71° 77,52 0,0665
896,14 46,66 864,62 25,95 917,84 8,87 0,2521
879,97 68,95  769,42° 3023 93321° 20,88  0,0509
1014,82* 49,57  955,75® 71,89 637,79 16,30 0,0509
20,42° 0,51 15,26™ 0,49 9,14° 0,05 0,0273
835,48 13,72 1059,71° 14,10  700,81° 15,99  0,0273
855,90™ 1421  107497° 13,67 709,96 15,99  0,0273
0,0098 0,0044 0,0039

Opazene razlike koncentracije polifenola GN statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razliito slovo oznacava statisticki znacajne razlike u koncentraciji

polifenola GN u uzorcima razliitog podrijetla u istoj fazi GID, p < 0,05.

Tablica D7. Koncentracija polifenola CA u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

CA

NU

OF

GF

IF-C

Din

Dout
Din+Dout

p

Valpovo Zagreb Std mix

SV SD SV SD SV SD
26431 37,61 545,08 23,78  1078,72° 122,37
311,46 11,89  668,52® 2237  797,18° 4,34
321,72 28,66  596,82® 56,76  767,08° 18,22
325,09° 39,41 479,30 68,87  305,72° 6,98
158,85 9,36 466,14° 19,83 337,75% 3,64
158,85 9,36 466,14° 19.83  337,75% 3,64
0,0239 0,0175 0,0064 0,0064

p
0,0273

0,0273
0,0273
0,0273
0,0273

0,0273
0,0273

Opazene razlike koncentracije polifenola CA statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razli¢ito slovo oznacava statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji

polifenola CA u uzorcima razlic¢itog podrijetla u istoj fazi GID-a, p < 0,05.

Tablica D8. Koncentracija polifenola CAPE u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

CAPE

NU

OF

GF

IF-C

Din

Dout
Din+Dout

p

Valpovo Zagreb Std mix

SV SD SV SD SV SD P
211,56 16,88 648,89 5228  349,94® 43,15  0,0273
212,96 1,70 653,17° 25,65 433,89 3,64 0,0273
208,62° 17,58  57543° 34,02 446,42% 6,04 0,0273
236,09 3,39 674,53 38,00  233,45° 491 0,0509
18,44 0,90 29,037 1,12 8,91° 0,12 0,0273
189,97° 1,92 756,65 8,16 317,68 2,02 0,0273
227,06 18,48  604,46° 3430 45533 5,97 0,0273
0,0179 0,0106 0,0038

Opazene razlike koncentracije polifenola CAPE statisti¢ki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razli¢ito slovo oznacava statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji
polifenola CAPE u uzorcima razli¢itog podrijetla u istoj fazi GID-a, p < 0,05.
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Dodatak 9.5. Statisticka obrada rezultata dobivenih spektrofotometrijskom analizom
frakcija pojedinih faza in vitro simulirane probave

Tablica D9. Sadrzaj TFF-a u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

TFF Std mix Valpovo Zagreb
SV SD SV SD SV SD p

NU 1457,33* 8,41 379520 20,73 4626,10° 12,12 0,0273
OF 1675,71° 4,66 3464,12° 24,68 4132,08" 39,86 0,0265
GF 1746,17" 89,98 3927,81° 74,05 2715,78% 16,16 0,0273
IF-C 1262,21° 55,98 2479,62° 145,74  4160,29" 81,34 0,0265
Din 1035,96® 233,07  1897,85° 98,74 421,87 116,53  0,0273
Dout  1553,09° 85,52 4612,78° 178,01  3858,63" 37,32 0,0265
p 0,0067 0,0054 0,0065

Opazene razlike koncentracije polifenola TFF statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razli¢ito slovo oznaCava statisticki znacajne razlike u sadrzaju
TFF-a u uzorcima razlicitog podrijetla u istoj fazi GID, p < 0,05.

Tablica D10. Sadrzaj TP-a u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

TP Std mix Valpovo Zagreb

SV SD SV SD SV SD p
NU 6102,72* 3,97 15477,22* 10,49 20104,91° 13.,74 0,0265
OF 6927,14* 7,93 14789,62° 20,99 19733,45° 34,59 0,0265

IF-C  8263,13" 54,98 22466,92" 322,16  26004,12° 208,16  0,0273
GF 7458,00°  99.12  18747,72" 69,18 20552,97° 31,74 0,0265
Din  6118,82° 109,96  12973,29 83,98 10920,62° 138,36 0,0273
Dout 928947 259,83  21587,2% 247,92 29669,61° 83,98 0,0273
p 0,0063 0,0054 0,0053

Opazene razlike koncentracije polifenola TP statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razlicito slovo oznacava statisticki znacajne razlike u sadrzaju TP-a
u uzorcima razli¢itog podrijetla u istoj fazi GID-a, p <0,05.
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Tablica D11. Sadrzaj TFD-a u odnosu na fazu GID-a i podrijetlo uzorka

TFD Std mix Valpovo Zagreb
Y% SD Y% SD Y% SD p

NU 426,96 483 479,85 8,81 480,61 1,50 0,0608
OF 1060,17° 10,96 643,13 21,34 68521® 14,03 0,0273
GF 224545 53,01  1899,69" 3397  1318,11° 95,55  0,0273
IF-C 236021 3227  4609,20° 40,94  3101,79® 82,56 0,0273
Din 28,98° 18,69  3412,68° 83,39  3035,06™ 68,24  0,0273
Dout  3083,59"° 75,62  1507,93 2780  2704,46™ 48,64  0,0273
p 0,0054 0,0054 0,0064

Opazene razlike koncentracije polifenola TFD statisticki se razlikuju izmedu pojedinih faza GID-a u
svim pretrazenim uzorcima. a, b — razli¢ito slovo oznaCava statisticki znacajne razlike u sadrzaju
TFD-a u uzorcima razlicitog podrijetla u istoj fazi GID-a, p < 0,05.
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§ 10. ZIVOTOPIS

Eleonora Perak Junakovi¢, mag. chem. rodena je u Osijeku 23. kolovoza, 1986. godine.
Maturirala je 2005. godine Opc¢u gimnaziju u Srednjoj Skoli Valpovo u Valpovu. Iste godine
upisala je preddiplomski studij kemije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu. Na
diplomskom studiju odabire istrazivacke smjerove Analiticka kemija i Biokemija te diplomira
29. rujna, 2010. godine. Diplomski rad ,,Adaptacija na oksidacijski stres kod kvasca s
visestruko nezasi¢enim masnim kiselinama“ izradila je na Zavodu za molekularnu medicinu u
Laboratoriju za oksidacijski stres pri Institutu Ruder Boskovi¢ pod vodstvom prof. dr. sc. Ane
Cipak-Gagparovié. Na diplomskom studiju istrazivatkog smjera bila je medu deset
najuspjesnijih studenata za 2010. godinu. Poslijediplomski doktorski studij na Prirodoslovno-
matematiCkom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu upisala je 2012. godine. U Laboratoriju za
analizu veterinarsko-medicinskih pripravaka (VMP-a), Hrvatskog veterinarskog instituta bila
je od studenog 2010. godine do prosinca 2011. godine zaposlena kao stru¢ni suradnik, a
potom od sije¢nja 2012. godine kao znanstveni novak na radnom mjestu asistenta u sklopu
istrazivackog projekta Ministarstva znanosti 1 obrazovanja (MZO) ,,Ucinci 1 sudbina
veterinarskih lijekova 1 vakcina u organizmu zivotinja”. Trenutno je zaposlena u istom
Laboratoriju na radnom mjestu stru¢nog savjetnika u sustavu znanosti.

Podruc¢je njenog znanstveno-stru¢nog rada, djelovanja i odgovornosti vezani su za
kontrolu kvalitete VMP-a, procjenu analitickog djela dokumentacije VMP-a u svrhu
dobivanja odobrenja za stavljanje VMP-a u promet u Republici Hrvatskoj te odrzavanje
akreditacije u Laboratoriju sukladno Normi HR EN ISO/IEC 17025. Sudjelovala je na
brojnim edukacijama u Hrvatskoj i inozemstvu na kojima je usavrSavala svoje znanje iz
podrucja analitickih metoda tekucéinske kromatografije te kontrole kvalitete i procjene
dokumentacije VMP-a. Voditeljica je manjeg istrazivackog projekta naslova ,,Ekoloski
prihvatljive (U)HPLC-DAD metode za istovremeno odredivanje kortizola i1 kortizona u
serumu zamorcadi® te je jedna od glavnih istrazivacica na projektu naslova ,,/n vitro inhibicija
rasta najznacajnijih patogenih vrsta mikobakterija propolisom* odobrenima odlukom
Povjerenstva za procjenu pristiglih zahtjeva za namjensko institucijsko financiranje

znanstvene djelatnosti sredstvima MZO-a u 2021. godini.
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Koautorica je na sedam znanstvenih radova te jednog znanstvenog rada prihvacenog

za objavljivanje koje citira baza Web of Science, Sest znanstvenih radova u ostalim bazama,

Cetiri strucna rada i jednog priop¢enja na medunarodnom znanstvenom skupu (popis radova

priloZen je u Zivotopisu).
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endogenous polyunsaturated fatty acid accumulation in yeast. Mol. Cell. Biochem. 399
(2014) 27-37.

J. Pleadin, A. Vuli¢, S. Terzi¢, N. Vah¢ié, K. Sandor, E. Perak, Comparison of
accumulation of clenbuterol and salbutamol residues in animal internal tissues, non-
pigmented eyes and hair. J. Anal. Toxicol. 38 (2014) 681-685.
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(2012) 213-225.
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