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SOUHRN

Stanoveni obsahovych latek propolisii riizného geografického ptivodu

Strukturni rozmanitost obsahovych litek propolisu, dand vice rostlinnymi zdroji, je pfi¢inou
proménlivého sloZeni a dosud nevyfeSené standardizace. Hlavni podil na biologickych ucincich je
pfipisovan flavonoidiim a aromatickym kyselindm a jejich derivatim. Prezentované vysledky
ilustruji proménlivost ve sloZeni deseti vzorki propolisu, ziskanych z riznych oblasti CR a dalsich
tfi vzorkt zahrani¢nich. Pozornost byla vénovana stanoveni polyfenold, obsahu flavond a flavonolt
a urCeni antioxida¢ni aktivity. Vysledky potvrzuji variabilitu sledovanych parametrt, i zastoupeni
chrysinu, galanginu, kyseliny p-kumarové, ferulové, skoficové a benzoové v zavislosti na oblasti
sbéru. Bude obtiZzné vypracovat metodu standardizace, vhodnou pro mozné aplikace propolisovych
ptipravki. V budoucnu by se propolis mohl stit surovinou pro izolaci jednotlivych skupin
biologicky aktivnich latek.
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SUMMARY

Determination of the constituents of propolis of different geographical origin

The structural diversity of propolis constituents, due to a larger number of plant sources, is the cause
of diverse composition and the hitherto unsolved standardization. The principal share in the
biological effects is ascribed to flavonoids and aromatic acids and their derivatives. The results
presented in this paper illustrate the diversity of the compositions of ten propolis samples obtained
from different regions of the Czech Republic and three samples from abroad. Attention was paid to
the determination of polyphenols, content of flavones and flavonols and the assay of antioxidative
activity. The results confirmed the variability of the parameters under study as well as the presence
of chrysin, galangin, p-coumaric, ferulic, cinnamic and benzoic acids in dependence on the area of
collection. It will be difficult to elaborate a method of standardization suitable for possible
administration of propolis preparations. In the future, propolis could become a raw material for the
isolation of individual groups of biologically active substances.
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Uvod

Propolis je polykomponentni pryskyfi¢natd substance,
kterou vcely sbiraji z rostlinnych zdroji. Jeho sloZeni
podléhd zménam a zavisi na vegetaci v okoli stanovisté
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vcel, roénim obdobi sbéru i na plemenu vcel. Obsahuje
okolo 50-60 % balzamii, 30 % voski, pyl a silice. Dosud
bylo popsanych vice neZ sto obsahovych latek, které 1ze
zatadit do nasledujicich skupin: flavonoidy, aromatické
kyseliny, alkoholy, aldehydy a estery, dile kumariny, ter-
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peny, steroly, vosky, mastné kyseliny, aminokyseliny,
vitaminy, enzymy a stopové prvky V. Tyto latky jsou zod-
povédné za tadu biologickych a farmakologickych akti-
vit, jako napf. antibakterialni ?, antiflogistické ¥, anti-
fungalni ¥, antioxidaéni ¥, imunomodulaéni 9,
hepatoprotektivni 7, antivirové ® a dal§i. Diky témto
ucinkiim nachazi propolis uplatnéni ve zdravotnictvi,
kosmetice a potravinaiském pramyslu .

Nestejnorodé sloZeni a nevyfesena problematika stan-
dardizace jsou pfi¢inou, pro¢ neni propolis zatazen do
seznamu povolenych 1éCiv. Navic nékteré obsahové latky
propolisu mohou vyvolat alergické reakce a kontaktni
dermatitidy. Schopnost vyvolat kontaktni alergie byla
testovana u zdkladnich skupin obsahovych latek propoli-
su (flavonoidy, hydroxyderivaty kyseliny skoficové, este-
ry kyseliny kavové s C5 isomernimi alkoholy — 3-metyl-
-2-butenyl ester a 3-metyl-3-butenyl ester). Byla proka-
zana moznost vyvolani alergie u cca 0,5 % testovanych
»zdravych® lidi. Naopak alergické reakce na propolis
u pacientil 1écicich se na jiné alergie byly zaznamenany
u pfiblizné€ 15 % testovanych dobrovolnika !, Pfesto
je i u nds propolis soucésti nékolika volné prodejnych
pripravkl. S tim souvisi problematika kvality, bezpec-
nosti, u¢innosti a reprodukovatelnosti. Nelze predpokla-
dat, Ze bude mozné provést standardizaci propolisu na
jednu jedinou obsahovou latku a Ze tato standardizace
bude vyhovovat ve vSech odvétvich, kde se propolis vyu-
7iva. K tomuto ucelu musi byt dostupné vhodné analy-
tické metody, které umozni kvantifikaci vybranych obsa-
hovych latek. Bankové a kol. navrhuji feseni zaloZené na
formulaci raznych druht propolisu dle jejich rostlinného
zdroje a tomu odpovidajicimu chemickému profilu '?.

Cilem préce je popsat postupy vhodné k analytickému
hodnoceni jednotlivych vzorkl propolisu na zakladé sta-
noveni obsahu celkovych polyfenolickych latek, flavond,
flavonolt a jejich antioxida¢ni aktivity a chromatografic-

Tab. 1. Charakteristiky analyzovanych vzorki propolisu
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ké stanoveni vybranych obsahovych latek. U analyzova-
nych vzorkt propolist rizného geografického ptivodu je
popséna variabilita jejich chemického sloZeni.

POKUSNA CAST

Materidl

Analyzované vzorky propolisu pochazely z riznych
lokalit Ceské republiky. Déle byl analyzovan propolis
z Ruska, Brazilie a Kuby (tab. 1).

Pfi stanoveni vybranych obsahovych latek pomoci
kapalinové chromatografie byly pouzity standardy galan-
gin (Sigma), chrysin (Aldrich), kyselina benzoova (Flu-
ka), kyselina ferulova (Aldrich), kyselina p-kumarova
(Sigma) a kyselina skoficova (Fluka).

Ke stanoveni obsahu polyfenolickych sloucenin a anti-
oxidacni aktivity byly pouzity chemikélie: DPPH a kver-
cetin (Sigma), kyselina galovd a Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo (Fluka).

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly komercné
dostupné a byly p.a. Cistoty.

Metodika
Priprava propolisovych extraktii

Vzorky propolisu byly zmrazeny kapalnym dusikem
a dikladné rozetfeny ve tfence. Pfipravené homogenni
smési byly pouzity na pfipravu extrakti. Extrakty byly
pfipraveny tak, Ze se navaZzilo 2,0 g propolisu a doplnilo
se 70% ethanolem na 20,0 g. Takto byly pfipraveny tfi
vzorky extraktli od kazdého druhu propolisu. Po 24 hodi-

Vzorek Oblast sbéru Rostlinny zdroj

PM1 Plzenisky kraj (Iesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihu) smiSeny les s dominujicim zastoupenim buku a jedle

PM2  Plzeiisky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihy) ~ JePlicnaty les s dominujicim zastoupenim modfinu,
borovice a jedle

PM 3 Plzensky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihu) smlser&/ les s dominujicim zastoupenim dubu, buku, smrku
a modiinu

PM4  Plzeiisky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihy) ~ JePlicnaty les s dominujicim zastoupenim modfinu,
smrku a borovice

PM 5 Plzensky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihu) znacna druhova diverzita

PM 6 Plzetisky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihu) smiSeny les s dominujicim zastoupenim borovice a olse

PM 7 Plzensky kraj (lesni komplexy na Klatovsku a na Plzni — jihu) znacna druhova diverzita

PRSP . . smiSeny les s dominujicim zastoupenim borovice, javoru,
ZL Zlinsky kraj (Kel¢ — okres Vsetin, Beskydy) dubu a buku
PA Pardubicky kraj (Ceské Tebova — okres Usti nad Orlici, jehli¢naty les s dominujicim zastoupenim borovice
podhuii Orlickych hor) a menSim zastoupenim smrku a modfinu
HK Kra_]ov’ehradecky kraj (PotStejn — okres Rychnov nad KnéZnou, neznfmy
Orlické hory)

RUS Rusko (Pjatigorsk, Kavkaz) neznamy

CUB Kuba neznamy

BRA Brazilie neznamy

180 CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2009, 58, ¢. 4

—



Farmacie 4-09

9.10.2009 14:40 Str. 181

nach vyluhovani byly zakalené a shluky obsahujici
extrakty zfiltrovany. Ziskaly se ¢iré, hnédozluté extrakty,
které byly pouZity k analyzam.

Chromatografickd analyza

Pro stanoveni obsahovych latek byl pouzit kapalino-
vy chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies) s kva-
ternarni pumpou, automatickym davkovacem a detekto-
rem s diodovym polem. Chromatografické separace
byly provedeny na koloné Zorbax Eclipse XDB-C18
(2,1 x 50 mm; 1,8 wm). SloZeni rozpoustédel bylo 6 %
methanolu (A), 4 % acetonitrilu (B) a 90 % 40 mM
kyseliny mravenc¢i (C) pouzitych s nasledujicim gradi-
entem: 12,5 % (A), 15 % (B), 72,5 % (C) do 6. minuty;
0 % (A), 28 % (B), 72 % (C) do 7. minuty; 0 % (A),
32 % (B), 68 % (C) do 20. minuty; 0 % (A), 60 % (B),
40 % (C) do 30. minuty; 0 % (A), 100 % (B), 0 % (C)
do 31. minuty. Celkova délka analyzy byla 35 minut.
Pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min; teplota kolony byla
40 °C. Spektra byla snimdna v rozmezi 190-400 nm.
Byly davkovany 2 ul propolisovych extrakti nafedé-
nych 70% ethanolem v poméru 1 : 19 (v/v).

Stanoveni celkovych polyfenolickych ldtek

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven spek-
trofotometricky '¥. 700 ul vhodné nafedéného propoliso-
vého extraktu bylo oxidovano Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem (400 ul) a potom byla reakéni smés doplnéna
do 10,0 ml roztokem uhli¢itanu sodného (75 g/1). Po 2
hodinach byla suspenze odstfedéna (10 min pii 5000
ot./min) a byla zméfena vyslednd absorbance pii 760 nm.
Kvantifikace byla provedena na zakladé kalibracni kiiv-
ky pro kyselinu galovou. Vysledky byly vyjadieny jako
ekvivalent kyseliny galové (GAE) v g na 100 ml vzorku
propolisového extraktu.

Stanoveni celkového obsahu flavonii a flavonolii

Celkovy obsah flavoni a flavonoli byl stanoven
spektrofotometricky '. 1,0 ml vhodné nafedéného pro-
polisového extraktu bylo smichano s 10% roztokem
chloridu hlinitého (200 ul) a doplnéno do 10,0 ml met-
hanolem. Po 30 minutich byla zméfena vysledna absor-
bance pfi 425 nm. Kvantifikace byla provedena na zakla-
dé kalibracni kfivky pro kvercetin. Vysledky byly
vyjadfeny jako ekvivalent kvercetinu (QE) v mg na
100 ml vzorku propolisového extraktu.

Antioxidacni aktivita

Schopnost zhaset radikaly byla sledovana spektrofoto-
metricky ¥ pomoci stabilniho radikdlu 2,2-difenyl-1-
-pikrylhydrazylu (DPPH). Vhodné nafedény propolisovy
extrakt (200 ul) byl doplnén do 2,0 ml 0,1 mM DPPH
v methanolu a po 5 minutich byla zméfena absorbance
pfi 517 nm. Redukce DPPH byla vypocitdna relativné
k hodnoté absorbance v kontrolnim méfeni a zjiSténa
aktivita byla porovnana s kalibra¢ni kfivkou pro kverce-
tin. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent antioxidac-
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ni aktivity kvercetinu v umol na 100 ml vzorku propoli-
sového extraktu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Propolisové extrakty z rtiznych geografickych lokalit
byly hodnoceny za pouZiti nékolika analytickych postu-
pu. Metody stanoveni celkovych polyfenolickych latek,
flavond, flavonolll a antioxidacni aktivity jsou zaloZeny
na spektrofotometrickém meéfeni vzniklého barevného
produktu. Vysledky téchto screeningovych metod byly
doplnény o stanoveni vybranych obsahovych latek
pomoci kapalinové chromatografie.

Tab. 2. Antioxidacni aktivita a celkové obsahy polyfenolickych
latek, flavonii a flavonoli ve studovanych vzorcich propolisu

Celkovy obsah  Celkovy obsah Antioxida¢ni

Vzorek polyfe{lolickych flavont ) aktivita
latek a flavonoli (QE pmol/100 ml)

(GAE g/100 ml) (QE mg/100 ml)
PM1 1,152 £ 0,030 432 +0,7 686 + 4
PM 2 1,634 + 0,046 101,2 £ 0,6 901 £3
PM 3 1,328 + 0,036 90,9 +24 529 £ 22
PM 4 1,886 + 0,021 105,2 £ 4,0 1078 £ 10
PM 5 1,803 + 0,048 92,8 +0,8 956 +3
PM 6 1,146 £ 0,011 49,5+ 0,6 892+9
PM 7 1,737 £ 0,037 96,7 £ 0,8 1021 +3
ZL 2,034 + 0,062 405,0 + 3,1 2591 + 124
PA 1,828 + 0,038 3762+ 1,2 1866 + 46
HK 2,487 + 0,035 4828 +7,3 3348 + 38
RUS 2,262 + 0,148 4174 + 11,8 1030 + 54
CUB 0,093 + 0,004 4,9 +0,1 33+9
BRA 1,512 £ 0,016 61,1 £0,7 533 + 10

Vysledky jsou uvedeny jako primér ze tfi méfeni + smérodatna
odchylka.

Byla proméfena antioxidacni aktivita a celkovy obsah
polyfenolickych latek, flavont a flavonoll nékolika pro-
polist z Ceské republiky a déle vzorky z Ruska, Brazilie
a Kuby (tab. 1). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce
2. Zjisténa antioxidacni aktivita byla v rozmezi hodnot
33-3348 umol ekvivalentu kvercetinu/100 ml propoliso-
vého extraktu. Celkovy obsah fenolickych latek byl
v rozmezi hodnot 0,093-2,487 grami ekvivalentu kyse-
liny galové/100 ml propolisového extraktu a celkovych
obsah flavoni a flavonold byl v rozmezi hodnot
4,9-483 mg ekvivalentu kvercetinu/100 ml propolisové-
ho extraktu. U studovanych propolisovych extraktl byly
nalezeny nékolikandsobné vyssi obsahy celkovych flavo-
nu a flavonold u vzorkid ze Zlinského (ZL), Pardubické-
ho (PA), Kralovéhradeckého (HK) kraje a ruského pro-
polisu. Antioxida¢ni aktivita byla vyrazné vyssi u vzorki
ZL, PA a HK. Tato zjisténi lze pravdépodobné vysvétlit
riznymi rostlinnymi zdroji v danych lokalitich. Vyjma
kubanského vzorku, ktery vykazoval pfi v§ech analyzach
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Tab. 3. Kvantitativni zastoupeni vybranych obsahovych latek ve studovanych vzorcich propolisu

Vzorek Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Chrysin Galangin
p—kumarova ferulova benzoova skoFicova

PM1 1712 = 151 1207 = 162 845 £ 112 43 +7 368 +£26 347 £ 24
PM 2 1762 + 24 1477 +9 722 + 16 49 x5 1275 £ 35 833+ 14
PM 3 2553 £ 103 1475 = 84 858 £ 91 402 840 + 21 808 + 25
PM 4 2464 + 315 1973 £ 189 2459 + 310 64 +7 1090 + 60 754 £33
PM 5 819+ 13 689 + 14 1081 + 13 59 +4 345 £ 11 181 £4
PM 6 2710 £ 292 1977 + 62 2145 + 291 68 +2 401 +3 3286
PM 7 1082 + 109 685 + 65 1074 + 96 56+ 6 163 + 14 137 + 16
ZL 883 £79 718 £ 62 305 £ 28 145+ 10 1625 = 101 1360 + 117
PA 1776 + 30 524 £ 10 3356 1627 =29 784 £ 15 790 £ 26
HK 740 £ 29 511 +15 520 =8 194 £ 2 1950 + 108 1773 + 145
RUS 1776 = 141 288 + 25 340 £ 29 1700 + 128 1167 =96 1015 £ 71
CUB <10 <10 <10 <10 <10 <10
BRA 368 + 24 102+ 6 850 =55 222 + 13 <10 <10

Vysledky jsou uvedeny v ug/ml jako primér ze tii méfeni + smérodatna odchylka.
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Obr. 1. Chromatogramy vzorki propolisu z riiznych lokalit
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kyselina p-kumarovd (1), kyselina ferulovad (2), kyselina benzoovd (3), kyselina skoricovd (4), chrysin (5), galangin (6)

velmi nizké obsahy sledovanych latek, byly zjisténé roz-
dily v obsahu celkovych polyfenolickych latek mezi jed-
notlivymi vzorky mensi nez u pfedchozich dvou testi
(antioxidacni aktivita a stanoveni celkového obsahu fla-
vont a flavonoll). Vzorek s nejvys$§im obsahem polyfe-
nolickych latek (HK) obsahoval pfiblizné dvojnisobné
mnoZzstvi téchto latek neZ vzorek PM6.

U vSech studovanych propolisovych extraktt byla pro-
vedena jednoducha regresni analyza mezi antioxidacni
aktivitou a celkovym obsahem polyfenolickych latek
a celkovym obsahem flavoni a flavonold. Zjisténé kore-
la¢ni koeficienty ukazuji na signifikantni linedrni zavis-
lost mezi mnoZstvim obsaZenych latek a schopnosti
redukovat DPPH (r > 0,73; p < 0,01).

Pomoci kapalinové chromatografie byly v propoliso-
vych extraktech kvantifikovany kyselina p-kumarova,
ferulova, benzoova, skoficova a flavonoidy chrysin
a galangin (tab. 3). Ze ziskanych vysledkt vyplyva, zZe
obsahy sledovanych latek se méni velmi vyznamné
v zavislosti na lokalit€¢ sbéru. V kubanském propolisu
byly vSechny stanovované latky pod limitem stanoveni,
coz souhlasi s vysledky spektrofotometrickych metod.
Rostlinné zdroje pro tento propolis byly tedy znacné
odli$né nez u ostatnich analyzovanych vzorkd a obsaho-
valy jen velmi malo polyfenolickych latek a neobsahova-
ly pro propolis typické fenolické kyseliny (obr. 1). Bra-
zilsky propolis neobsahuje chrysin a galangin, coZ lze
opét vysvétlit odlisSnymi rostlinnymi zdroji v dané oblas-
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ti. Vysledky analyz vzorkd z Ceské republiky potvrzuji
vyrazny vliv lokality sbéru a rostlinnych zdrojii na mnoz- LITERATURA
stvi obsahovych latek. Rusky propolis byl obsahem sta-
novovanych latek podobny vysledkiim ziskanych pfi
analyzach propolisii z Ceské republiky. 1. Banskota, A. H., Tezuka, Y., Kadota, S.: Phytother.
Dosazené vysledky potvrzuji problemati¢nost ,,nor- Res., 2001; 15, 561-571.

malizace” propolisu jako suroviny pro medicinské 2. Lu, L. G, Chen, Y. W, Chou, C. C.: Int. J. Food
vyuziti. Nicméné pouzité analytické postupy jsou Microbiol., 2005; 102, 213-220.

. . . o 3. Borrelli, F. et al.: Fitoterapia, 2002; 73 Suppl. 1, 53-63.
vhodné pro analyzy propolisu a mohou slouZit jako 4. Sawaya, A. C. H. F. et al.: Lett. Appl. Microbiol., 2002;

kontrolni metody. Pro ziskani alespori ¢aste¢né ,,nor- 35, 203—207.
malizované® suroviny by bylo nutné vytvofit kvantita- 5. Moreira, L. et al.: Food Chem. Toxicol., 2008; 46,
tivni kritéria napiiklad na obsahy celkovych polyfeno- 3482-3485.

lickych litek, celkovych flavoni a flavonolf 6. Sforcin, J. M.: J. Ethnopharmacoll.,.2007; 113, 1-14.

a vybranych obsahovych latek stanovenych pomoci 7. Banskota, A. H. et al.: Phytomedicine, 2001; 8, 16-23.
A P . . . 8. Gekker, G. et al.: J. Ethnopharmacol., 2005; 102,

HPLC. Existuje celd rada latek s vyraznym zastoupe-

nim a vysokou biologickou aktivitou, potencilng 9. ffcrlfji'a, L. et al.: Food Sci. Technol., 2009; 42
vhodnych pro standardizaci, které se ale vyskytuji jen 1422-1427.

v nékterych typech propolisu z urlitych oblasti '¥. 10. Hegyi, E., Suchy, V., Nagy, M.: Hautarzt, 1990; 41,
Z tohoto diivodu neni mozna univerzalni standardizace 675-679.

propolisu. Je zapotiebi ji vztdhnout ke konkrétnimu 11 11'233“??718’ B. M. et al.: Contact Dermatitis, 1987; 17,
rostlll.mefnu drUhl.l’ pfipadné lokalité a odpovidajicimu 12. Hausen, B. M. et al.: Contact Dermatitis, 1987; 17,
chemickému profilu. 171177,

13. Bankova, V.: J. Ethnopharmacol., 2005; 100, 114-117.
14. Smejkal, K. et al.: Molecules, 2007; 12, 1210-1219.
Tato price vznikla za podpory projektu E 3694, 15. Trusheva, B., Trunkova, D., Bankova, V.. Chem.
PROPOCREAM, identifika¢ni kod OE 235. Cent. J., 2007; 1, 1-4.
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