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Propolis, smolasta i aromati¢na tvar koju pcele medarice sakupljaju s razlicitog bilja ima
Siroku primjenu u medicini, kozmetici i industriji hrane zahvaljujuéi velikoj bioloskoj
aktivnosti koja ukljucuje antioksidativni, antimikrobni, fungicidni, antiviralni,
antiulcerozni, hipotenzivni, citostati¢ni i posebno imunostimulacijski u¢inak. Mnogi
medicinski preparati kao 1 dodaci prehrani sadrze etanolni ekstrakt propolisa. Najveci
udio farmakoloski aktivnih sastojaka u propolisu ¢ine flavonoid-aglikoni od kojih smo
odredivali: kvercetin, naringenin, krizin, pinocembrin i galangin. Teku¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) uz gradijent i diode array detektor dobra je
metoda za mjerenje flavonoida u ekstraktu propolisa. Identifikacija flavonoida provedena
je usporedbom retenciskog vremena i UV spektra odgovarajuceg standarda. Za procjenu
valjanosti metode ispitana je nepreciznost tijekom dana, to¢nost i linearnost u
ocekivanom rasponu. Nepreciznost mjerenja tijekom dana (n=5) izrazena preko
koeficijenta varijacije iznosila je za kvercetin 9,4%; naringenin 6,65%, a za krizin,
pinocebrin i galangin ispod 1% . To¢nost je odredena preko testa iskoristenja (recovery
test) dodatkom 10, 20 1 50 pg/ml standarda i iznosila je 92-109 % . Linearnost metode
provedena je mjerenjem koncentracija standarda u rasponu od 6.25 — 100 pg/ml, i
koeficijent korelacije za sve flavonoide visi je od 0,9993. Ispitana HPLC metoda
pouzdana je za kvantitativno mjerenje flavonoidnih komponenti propolisa, a primjenom
karakteristicnih UV—spektara mogu se dodatno potvrditi pojedine komponente.
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Propolis, smolasta i aromati¢na tvar (Slika 1.) koju péele medarice sakupljaju s razli¢itog bilja ima Siroku primjenu u medicini, kozmetici i industriji hrane zahvaljujuéi svojoj velikoj bioloskoj
aktivnosti koja ukljucuje antibakterijsko, antifungalno, antivirusno, antiflogisticno, lokalno anestetsko, antioksidativno, antiulcerozno, hipotenzivno, citostati¢no i imunomodulacijsko

djelovanje.

Mnogi medicinski preparati kao i dodaci prehrani sadrze etanolni ekstrakt propolisa kojemu se pripisuje najbolja djelotvornost zbog visokog udjela ekstrahiranih flavonoidnih komponenti.
Brza i jednostavna metoda kao Sto je HPLC-tekucinska kromatografija visoke djelotvornti omoguduje kvantitativno odredivanje velikog broja flavonoida, a uporabom Diode Array detektora

i njihovo dodatno potvrdivanje.

Ovim radom postavljena je i validirana HPLC metoda za odredivanje slijedecih flavonoida koji se nalaze u propolisu: krizina, kvercetina, naringenina, pinocembrina i galangina (Slika 2.).
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Slika 1. Propolis u izvornom obliku

MATERIJAL | METODA

Koristeni su razli¢iti uzorci propolisa koje tvrtka Apipharma d.o.o koristi u svom proizvodnom procesu.
Uzorci su usitnjeni u tarioniku, otopljeni (10 % - w:v) u 75 % alkoholu, ekstrahirani na tresilici pri
temperaturi 37°C, zatim dva puta filtrirani, potom razrijedeni u omjeru 1:3, centrifugirani na 1000 g
i do injektiranja ¢uvani na 4°C. Komercijalni proizvodi tvrtke Apipharma d.o.o. koji su ispitivani
postavljenom metodom razrijedivani su u omjeru 1: 10§ 1: 100.

UVJETI za HPLC analizu

Koristen je Shimatzu HPLC sistem uz pripadajuci CLASS-VP software i Photo Diode Array Detector
s podrugjem mjerenja 200 - 450 nm. Kolona Symmetry C-18, 5 um, 4.6x250 mm (Waters), s
pripadaju¢om predkolonom grijana je na 35°C. Mobilna faza (A-30 mM NaH,PO, i B-acetonitril)
upotrebljena je prema sljede¢em omjeru:
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Protok na koloni bio je 1.5 ml/min. Kalibracijska krivulja s tockama 6.25; 12.5; 25.0; 50.0; 100.0 pg/ml
napravljena je s odgovarajuc¢im standardima: Caffeic acid (Sigma), Quercetin (Aldrich), Naringenin
(Fluka), Pinocembrin (Sigma), Chrysin (Fluka), Galangin (Aldrich) na valnoj duzini od 265 nm. Za
procjenu valjanosti metode ispitana je nepreciznost tijekom dana kao i toénost te linearnost u
ocekivanom rasponu.
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1:265 nm, 8 nm

Name Retention Time Are Concentration Units
Caffeic acid 8341 1576961 26,999 ng/mi
Quercetin 26773 2314185 20.420 Ha/ml
Naringenin 31797 1124902 24517 pa/mi
Chrysin 46.453 9264335 53.462 ng/mi
Pinocembrin 48.480 1533638 41843 ng/mi
Galangin 49.184 4461250 30,624 pa/ml

Slika 3. Kromatogram uzorka propolisa

REZULTATI

Nepreciznost mjerenja tijekom dana (n=5) izrazena preko
koeficijenta varijacije iznosila je za kvercetin 9,4%; naringenin
6,65%, a za krizin, pinocembrin i galangin ispod 1%.

Koncentraciia pg/mi

Tocnost je odredena preko testa iskoristenja (recovery
test) dodatkom 10, 20 i 50 pg/ml standarda i iznosila je
92-109 %.
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Linearnost metode provedena je mjerenjem koncentracija

povina pika
standarda u rasponu od 6.25 - 100 pg/ml. Koeficijent
korelacije za sve flavonoide visi je od 0,9993.

ZAKLJUCCI

« Ispitana HPLC metoda pokazala je dobru nepreciznost, to¢nost i linearnost u Sirokom rasponu i
stoga je pouzdana za kvantitativno mjerenje flavonoida u ekstraktu propolisa.

« Usporedbom karakteristi¢nih UV-spektara mogu se dodatno potvrditi flavonoidne komponente i
tako dati pouzdanu identifikaciju flavonoida.

HPLC metoda uz binarni gradijent i Photo Diode Array detektor koji konstantno snima UV-spektar
dobra je za identifikaciju, dodatnu potvrdu i kvantifikaciju flavonoida. To je metoda izbora za analizu
najvaznijih komponenti propolisa (Pietta, 2002.)
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Slika 2. Kemijska struktura najéesée odredivanih flavonoida u propolisu
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Caffeic ac. 8.25 min
== Quercetin 26.74 min
= Naringenin 31.74 min

== Chrysin 46.49 min
== Pinocembrin 48.48 min
Galangin 49.19 min

Slika 5. Spektri flavonoida - preklapanje
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ZAHVALA

Zahvaljujemo se tvrtki Apipharma d.o.0. na materijalnoj pomodi i uzorcima propolisa.
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