OBTINEREA
SIDETERMINAREA
ACTIVITATII ANTIOXIDANTE
A EXTRACTELOR POLIFENOLICE

DIN PROPOLIS

Rezumat

Timpul ne-a oferit de-a lungul anilor o serie intreagd de
noutdti in domeniul medicinei naturiste care au reusit sd-si
demonstreze cu adevdrat valoarea si sd-si pdstreze actu-
alitatea. Aplicarea apiterapiei este cunoscutd din vremuri
stravechi si astdzi interesul pentru aceastd ramurd a medicinei
neconventionale este din ce in ce mai larg in intreaga lume.
Printre produsele apicole cu o valoare incontestabild este si
propolisul care, in prezent, constituie subiectul multiplelor
utilizdari terapeutice bazate pe dovezi. Cercetdrile in domeniul
preparatelor cu propolis s-au extins considerabil si prezintd
un interes major sub aspect medical si farmaceutic. Propolisul
este un excelent antiinflamator, cicatrizant si epitelizant, he-
patoprotector, imuno-biostimulator, tonic al vaselor capilare
si regenerator al tesuturior. Este remarcabil faptul cd, datoritd
complexitdtii si variabilitatii sale compozitionale, propolisul isi
pdstreazd integrd capacitatea antimicrobiand, spre deosebire
de antibioticele de sintezd, la care bacteriile dezvoltd in timp
rezistentd, fiind necesard introducerea periodicd a preparate-
lor antibiotice noi. Studiul realizat cu privire la obtinerea si
analiza extractelor de propolis, prin determinarea totalului
polifenolic si a activitdtii antioxidante in vitro, prin metoda
captarii radicalului liber DPPH, reprezintd o importantd
premizad privind valorificarea si elaborarea de noi forme
farmaceutice cu continut de propolis pentru multiple utilizdri
curative si profilactice pe bazd de materie prima autohtond.

Cuvinte-cheie: propolis, extract moale, polifenoli, activitate
antioxidantd

Summary

Obtaining and determining antioxidant activity of polyphe-
nolic extracts obtained from propolis

Over the years, time has given us a whole series of novelties
in the field of natural medicine, which have managed to
truly prove their value and keep up to date. The application
of apitherapy has been known since ancient times and today
the interest in this branch of natural medicine is growing
worldwide. Among bee products, with an indisputable value is
also propolis, which is currently widely studied, and as a result
is the subject of multiple therapeutic uses based on evidence.
Research in the field of propolis preparations has expanded
considerably and is of major medical and pharmaceutical
interest. Propolis is an excellent anti-inflammatory, healing
and epithelializing, hepatoprotective, immuno-biostimulatot,
capillary tonic and tissue regenerator. It is remarkable that,
due to its complexity and compositional variability, propolis
retains its full antimicrobial capacity, unlike synthetic antibiot-
ics, which bacteria develop resistance over time, requiring the
periodic introduction of new antibiotics. The study on obtain-
ing and analyzing propolis extracts, by determining the total
polyphenolic and antioxidant activity, by scavenging method
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of the free radical DPPH, is an important premise for the use
and development of new pharmaceutical forms containing
propolis for multiple curative-prophylactic uses based on local
raw materials.

Keywords: propolis, soft extract, polyphenols, antioxidant
activity

Pe3srome

Ilonyuenue u onpedenenue anmuoKcuOAHMHOL aKmue-
HOCIMU NOMUPEHONLHBIX IKCMPAKINOE, NOTIYHEHHDIX U3
npononuca

3a npoweduiue 200vL, Bpemst NOOAPUILO HAM UeTibLil PSIO UH-
HOBAUUTI 6 001ACU HAMYPATILHOLL MEOULUHDL, KOMOpbie
OeticmeumenvHo 00KA3AMU CB010 YEHHOCMb U UOYM 8 HO2y
co epemerem. IIpumenene anumepanuu U36ecmHo ¢ 0as-
HUX 8peMeH U Ce200HsI UHmMepec Kk IMomy paszoeny HapooHow
MeduyuHvl pacmem 80 cem mupe. Cpedu npooykmos nueno-
800CMBA NPONOTUC 6 HACMOSU4EE BPEMS WUPOKO U3YHACHCS
U 8 pesynvmame SIBATEMCST NPEOMEINOM MHOOUUCTIEHHbIX
mepanesmuHecKux UCnONIL308AHUL, OCHOBAHHBIX HA 00KA3A-
menvHoil meduyune. Viccredosanust 6 06nacmu npenapamos
NPONONUCA 3HAYUMENIDHO PACUUPUNIUCD U NPEOCABSTION
6onbuioti MeOUUUHCKULL U Papmanesmudeckuil unmepec.
IIpononuc - npexpacroe npomueos8ocnanumenvtoe, 3a-
HUBTITIOULEE U INUMENUIUPYI0ULEe, 2eNAMONPOMEKMOPHOE,
UMMYHO-OUOCUMYTISTMOPHOE, KANUNISPHOE MOHUSUPYIO-
wiee cpedcmeo u pezerepamop mxaneil. IIpumenamenvto,
41Mo U3-3a C60€ll CTIOHCHOCMU U BAPUABETLHOCIY COCMABA,
NPONOMUC COXPaHsEm C60U NPOMUBOMUKPOOHDLE CBOTICMEa,
6 OMAUYUEe OM CUHMEMU1eCKUX AHMUOUOMUKOS, YCMOTi-
4UB0CMb K KOMOPHIM CO 8peMeHeM 8blpabamuvleaemcs y
baxmepuii, umo mpedyem nepuoouHecKo2o 66e0eHUs HOBbIX
anmubuomuxos. Mccnedosarue nomyueHus u aHanu3a IKc-
mMpaKkmos npononuca nymem onpeodenenuss o0uieii nosmu-
(PeHOMHOL U AHMUOKCUOAHMHOT AKMUBHOCTU MEM00oM
ynasnusanusi c60600nvix padukanos (DPPH) siensemcs
8AINCHOL NPeONOCHIIKOLL O7IST UCHONL308AHUS U PA3PAGOMKU
HOBbLX PaPMAL,BMUUECKUX POPM, COOEPHAULUX NPONOTIUC,
0715 PA3NIUMHbIX 1e4e6HO-NPOPUNAKMUECKUX yerell Ha
0CHOBE MECHIHO20 CbIPbAL.

Kmiouesvie cnosa: npononuc, 2ycmoti sxcmpaxm, nonudge-
HObl, AHMUOKCUOAHMHAS AKIMUBHOCHIb

Introducere

In prezent, o tendinta actuald de dezvoltare
a industriei farmaceutice urmareste obtinerea
antioxidantilor naturali, extrasi din materii prime
autohtone, de buna calitate. Aceasta promitatoare
directie in sanatatea publica este proiectata special
pentru a creste speranta de viata sanatoasa, precum




si pentru prevenirea bolilor cronice. Descoperirea
rolului esential pe care il detine echilibrul dintre
factorii prooxidanti si sistemele antioxidante in
viata omului, in special, al celui care traieste intr-un
mediu deosebit de complex, expus multor factori de
agresiune, a condus la cdutarea resurselor naturale
capabile sa asigure un aport cantitativ si calitativ de
compusi cu actiune antioxidanta. Prin marea afinitate
a antioxidantilor fata de radicalii liberi, acesti com-
pusi constituie tinta preferata a actiunii oxidative,
protejand astfel microstructurile celulare, ADN-ul si
alti compusi lipidici si proteici esentiali [10].

in acest context, dezvoltarea societatiiumanea
permis cunoasterea unor resurse naturale remarca-
bile, datorita proprietatilor lor antioxidante, precum
sunt produsele albinelor. Cunoscute din antichitate,
produsele apicole precum mierea, polenul, laptisorul
de matca, ceara de albine si veninul au fost folosite
de egiptenii si grecii antici in tratamentul si profilaxia
afectiunilor dermatologice, digestive si respiratorii.
Propolisul, cu rol esential in stupul albinelor impotri-
va agresorilor externi, a fost cel mai pe larg utilizat
produs datorita efectelor sale antimicotice, bacte-
ricide si bacteriostatice [4]. Studiile si cercetarile
recente efectuate asupra acestor resurse naturale
capabile sa asigure organismului uman echilibrul
nutritional si buna functionare au evidentiat valoarea
biostimulenta, nutritiva si terapeutica a acestor
valoroase produse.

Propolisul prezinta o substanta rasinoasa
aromata colectata de albine din mugurii si axilele
frunzelor anumitor copaci (castani, salcii, mesteceni,
plopis. a.), folosita pentru captusirea peretilor inte-
riori din stup, lipitul fagurilor de rame si acoperirea
daunatorilor intrusi. Propolisul are o compozitie deo-
sebit de complexa, fiind constituita din urmatoarele
grupe de substante active: fenoli, flavonoizi, amino-
acizi, steroizi, vitamine (A, C, E, PP sicomponente ale
complexului B), enzime, terpene, ulei volatil, glucide
si saruri minerale [2, 7]. Propolisul este un excelent
antibiotic natural, avand diverse proprietati biologice
si farmacologice, ale carui mecanisme de actiune au
fost investigate pe scara larga in ultimii ani, utilizand
metode experimentale in vitro si in vivo [14]. Printre
actiunile terapeutice se enumera: antimicrobiana,
antibiotica, antifungica, antiinflamatorie, analgezica,
antioxidanta si antitumorala [11]. Propolisul, numit
»Cleiul de albine”,in stare naturald sau sub forma de ex-
tracte, obtinute prin aplicarea unor procedee blande,
reprezinta o sursa originala de produsi cu actiune
complexa. In prezent, pe plan mondial, propolisul
este utilizat cu siguranta fundamentata stiintific, in
stare naturald, sub forma de extracte, tincturi si sirop,
fncapsulat sau tabletat in formulari medicamentoase
ca supliment sau aditiv alimentar [8].
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In acest context, propolisul s-a dovedit a fi o
sursa extrem de valoroasa sub aspectul compozitiei
sale bogate in compusi cu actiune antioxidanta, si
anume de natura fenolica, astfel reprezentand o pro-
vocare pentru stiinta medicald si cea farmaceutica.

Scopul acestei lucrari a constat in obtinerea
extractului moale de propolis, determinarea
continutului total de polifenoli cu ajutorul reactivului
Folin-Ciocalteu, precum si a activitatii antioxidante
a acestora prin metoda DPPH.

Materiale si metode

Cercetdrile experimentale au fost efectuate
in cadrul subdiviziunilor Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie ,Nicolae Testemitanu”.Ca mate-
rial apicol luatin studiu a servit propolisul colectat de
la coloniile de albine localizate in raionul Nisporeni,
Republica Moldova. Toti reagentii chimici folositi in
cercetare au fost de calitatea pur pentru analiza.

Metodologia obtinerii extractelor moi

Procesul tehnologic de fabricare a extractelor
moi din propolis a cuprins urmatoarele etape: selec-
tarea propolisului care la examinarea organoleptica
nu prezintd aspect lucios, impuritati sau alte semne
de degradare; maruntirea blocurilor de propolis ce
permite cresterea suprafetei de contact cu solventul,
facilitand extractia; macerarea (extractia principiilor
active din propolis a fost realizata cu alcool etilic de
70% in raportul 1:10); filtrarea in scopul separarii
reziduurilor nedizolvate; concentrarea sub vid la
rotavapor (Laborota4011) la 50°C, pana a fost redusa
cantitatea de solvent la limita de 20%.

Determinarea continutului total de polifenoli

Pentru determinarea continutului total de
polifenoli in extracte a fost utilizata metoda Folin-
Ciocalteu [6]. Pentru analiza s-a dizolvat propolis in
etanol de 96% (1:10), 0,5 ml de solutie cercetatd a fost
transferatd intr-un balon cotat de 25 ml, continand 10
ml de apa distilata, unde s-a adaugat 0,5 ml de reactiv
Folin-Ciocalteu. Dupa 5 minute de repaus, au fost
adaugate 8 ml de solutie de carbonat de sodiu 7,5%
si s-a mixat riguros. Volumul balonului a fost adus
pana la cotd cu apa distilata. Dupa 2 ore, a fost masu-
rata absorbanta la spectrofotometru (Metertech UV/
SP8001) lalungimea de unda A=760 nm. Continutul
total de polifenoli a fost estimat, folosind curba de
etalonare a acidului galic (standard de referinta), in
limita de concentrare dela 0,1 la 2 mg/ml.

Determinarea activitatii antioxidante

Capacitatea activitatii antioxidante a fost
determinatd prin metoda captarii radicalului DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil), metoda frecvent utilizata




datorita stabilitatii, simplitatii si reproductibilitatii
sale [9, 10]. in prezenta antioxidantilor, DPPH (com-
pus de culoare violetd) este redus la un compus gal-
ben pal, iar variatia absorbantei DPPH a fost mdsurata
la lungimea de unda 517 nm [3]. Solutiile stoc
(1 mg/ml) s-au diluat pana la concentratiile finale de
200, 100, 75, 50, 25, 10 si 1 ug/ml in alcool etilic de
96%. Solutiile de concentratii diferite in volum de
1,5 ml s-au adaugat la solutia etanolica de DPPH (3
ml, 20 mg/l). Peste 20 de minute de incubare la loc
ferit de lumina sila temperatura camerei, s-a masurat
absorbanta solutiilor la lungimea de unda 517 nm.
Solutia DPPH (3 ml, 20mg/l) in alcool etilic (1,5 ml)
s-a utilizat in calitate de control negativ. Troloxul
(1 mg/ml) a servit ca solutie standard.

Rezultate si discutii

Obtinerea extractelor moi. Propolisul
reprezintd o masa durd la temperatura ambianta si
devinefriabila la temperaturi scazute, sub 15°C, chiar
si pentru sorturile ceroase. La temperaturi ridicate
se iTnmoaie, devenind rasinos si lipicios. Culoarea
propolisului depinde de sursa vegetala vizitata de
albine: propolisul din zonele cu clima temperata
prezinta o gama de culoare ce variaza de la brun de-
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Materie prima
PROPOLIS

v

Fragmentare

v

schis la brun inchis, uneori cu reflexe galben-verzui.
in Australia si in zonele cu climat tropical culoarea
propolisului poate ajunge pana la negru [13]. Mirosul
propolisului este foarte specific, complex, balsamic,
amintind ceara, mierea si vanilia, acest parametru
este variabil in functie de sursa de cules. Greutatea
specifica a propolisului cuprinde valori intre 1,033
si 1,145 kg/m3. Gustul, de asemenea un parametru
specific dependent de sursa vegetala, este in general
iute, arzator. Propolisul nu poate fi folosit direct ca
materie prim3, el trebuie purificat prin extractie cu
solventi. Acest proces indepdrteaza materialul inert
si pastreaza fractia polifenolica.

Materialul de analizat folositin studiu, propolisul
autohton, a fost supus extragerii cu alcool etilic de
70% care, conform datelor din literatura de speciali-
tate, este cel mai eficient extragent, comparativ cu
apa sau cu alte concentratii de etanol [12]. Pentru
cercetare au fost obtinute 3 serii experimentale.
Procesul tehnologic de obtinere a extractelor moi din
propolis a fost realizat conform etapelor prezentate
in figura 1.

Extractele au fost filtrate prin hartia Whatman
nr. 2 sub vid, utilizand palnia Buchner. Acelasi pro-
cedeu a fost repetat de trei ori (pana la epuizare).

MACERARE
(10 zile)
Vas etansat
Loc ferit de lumina | Etanol
Temperatura camerei
/ \ = -
Decantare Stoarcere

Filtrare

\
\’

CONCENTRARE ——

Depozitare

—>| Controlul calitatii

Controlul calitatii

Figura 1. Schema tehnologicd de obtinere a extractului moale de propolis
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Extractele combinate s-au evaporat panad la uscat la
presiune redusa in evaporator rotativ, la temperatura
de 50°C. Seriile de analizat au fost evaluate din punct
de vedere al calitatii prin prisma parametrilor farma-
cotehnici, al caracterelor organoleptice, umiditatii
si analizei chimice.

Totalul polifenolic prin metoda Folin-Cio-
calteu. Metoda are la baza transferul de electroni
in mediul alcalin cu reducerea complexului acid
fosfomolibdenic/fosfovolframic cu formarea cromo-
genului care a fost determinat spectrofotorimetric la
lungimea de unda 760 nm. In calitate de standard
de referinta a fost utilizat acidul galic. Curba de
calibrare a acidului galic Tmg/ml este prezentata in
figura 2; totalul polifenolic a fost calculat conform
ecuatiei pantei.

0,6
=0,0023x+0,0277
0,5 Y .
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0,3
*
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e
] T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Figura 2. Curba de etalonare a acidului galic

Rezultatele au fost exprimate in mg echivalent
acid galic (GAE)/g masa uscata de propolis. Rezulta-
tele obtinute ne demonstreaza ca extractul uscat din
propolis este bogat in compusi polifenolici. Totalul
fenolic la seriile examinate se incadreaza in limitele
249,71 - 253,4 GAE/g masa uscata de propolis fara
legatura statistica semnificativa, p > 0.05.

Determinarea activitatii antioxidante prin
metoda DPPH. La addugarea solutiilor de analizat
a reactivului DPPH de culoare violetd, in prezenta
substantelor antioxidante, acesta este redus la un
compus galben pal, conform imaginii reprezentate
in figura 3.

Figura 3. Decolorarea reactivului DPPH in prezenta
probelor extractive de propolis
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Activitatea antioxidanta s-a determinat dupa
formula: 1(%) = [(Abs,—Abs)/Abs ]x100, unde
Abs  este absorbanta probei martor si Abs, este
absorbanta probelor testate. In continuare, a fost
determinata IC, (concentratia extractului care de-
termina inhibarea a 50% de radicali liberi) pentru
fiecare proba si exprimata in mcg/ml. Activitatea
antioxidanta a fost reprezentata grafic in functie de
concentratie si valoarea IC_, calculata de pe panta
prin analiza regresiei liniare. Rezultatele obtinute de-
monstreaza o dependenta liniara intre concentratia
extractului de propolis si decolorare (r < 1). Rezulta-
tele obtinute sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1
Totalul polifenolic si activitatea antioxidantd
determinata prin metoda DPPH-

Extractul moale | Total Polifenoli* | IC, pg/ml* R?
de propolis (mg GAE/g)
Seria 1 249,71 +2,37 55,94+0,38 | 0,997
Seria 2 254,15+ 1,43 53,75+0,79 | 0,999
Seria 3 253,4+0,84 54,17+1,24 | 0,998
Standard Trolox 5,28 0,999

Nota: * este indicatd valoarea medie si abaterea standard in urma
acincli masurari

Activitatea antioxidanta prin testul DPPH deno-
ta faptul ca extractul din propolis are actiune antio-
xidanta bine pronuntata care coreleaza proportional
cu totalul fenolic.

Datele literaturii de specialitate, cercetarile
efectuate in Australia, Brazilia, China, Coreea de Sud
si in tarile Uniunii Europene, cu scopul determinarii
proprietatilor antioxidante ale propolisului local, au
reliefat faptul ca efectul redox este proportional cu
continutul de compusi polifenolici [1, 5, 15, 16]. in
figura 4 este reprezentat comparativ potentialul redox
al extractelor de propolis, in urma studiilor realizate in
diferite tdri, prin metodologie asemandtoare. Se obser-
va ca propolisul cultivat in Coreea de Sud are cea mai
inalta activitate antioxidanta, IC, - 43,4 mcg/ml.

IC50 {meg/ml)

e I i/
braziia | (2,1
T

Australia - [ N mANRMRE 7 :

Romania [ M AR 70

Moldova | MM -

Coreea de Sud [N 5/
Standard [ 12

0 50 100 150 200

Figura 4. Activitatea antioxidantd (IC,) a propolisului
in functie de zona geograficd

Aplicarea tehnologiei de extractie, macerare
si concentrare a principiilor de natura fenolica din




propolisul obtinutin conditiile tarii noastre a rezultat
in amplificarea activitatii antioxidante a extractului
de propolis, fiind mai mare comparativ cu extrac-
tele studiate in Romania, Brazilia, China si in alte
tari, valoarea IC, (53,75-55,94 mcg/ml) fiind invers
proportionala capacitatii de captare a radicalilor li-
beri. Astfel, propolisul colectatin Republica Moldova
prezinta o sursa de medicamente si suplimente ali-
mentare foarte competitive pe plan international.

Concluzii

Propolisul a devenit, in ultimele decenii, un
obiect de cercetare promitator, fiind utilizat pe scara
larga in medicina traditionala. Optimizarea extractiei
compusilor polifenolici cu amestec hidro-alcoo-
licasigura un grad sporit de extractie a substantelor
active si conferd, de asemenea, o stabilitate inalta.
Extractul obtinut din propolis prezinta un produs cu
continut ridicat de principii active de naturd fenolica
si manifesta actiune antioxidanta bine pronuntata
care coreleazd proportional cu totalul fenolic.

Determinarea activitatii antioxidante a extrac-
tului de propolis autohton a demonstrat potential
pentru valorificare, in comparatie cu alte tdri. Astfel,
procesarea extractelor obtinute de propolis in for-
muldri farmaceutice va creste in mod semnificativ
proprietatile antioxidante cu impact benefic asupra
organismului uman.
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