Vanja Radisic¢

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti i
biodostupnosti in vitro digestovanog
propolisa

U ovom radu su ispitivane bioaktivnosti ¢vrstog propolisa i njegovog etanolnog
ekstrakta (EEP) u uslovima simulirane digestije. In vitro digestija simulirana je u
tri faze, oralnoj, gastricnoj i duodenalnoj. Ispitana je antioksidantna aktivnost
digestovanih uzoraka oba tipa, a zatim je uporedena sa antioksidantnom aktiv-
noscu nedigestovanih uzoraka. Za odredivanje antioksidantne aktivnosti koriscen
je ABTS esej. Pokazalo se da su digestovani uzorci jaci inhibitori oksidacije
ABTS katjona od nedigestovanih. Najvecu inhibiciju oksidacije izazvao je dige-
stovani EEP, dok je stepen inhibicije ¢vrstim nedigestovanim propolisom bio
nedetektabilan. Veca antioksidantna aktivnost digestovanih uzoraka se pripisuje
povecanju koncentracije polifenola i flavonida (jedinjenja od kojih potice anti-
oksidantna aktivnost) tokom digestije. Da bi se odredio procenat polifenola iz
uzoraka propolisa koji biva resorbovan, te samim tim i iskoriscen u organizmu,
merena je biodostupnost. Resorpcija polifenola iz digestivnog trakta simulirana je
na principu dijalize. Nakon dijalize doslo je do promene koncentracije polifenola.
Rezultati ukazuju da se biodostupnost povecava tokom digestije, te da je veca
biodostupnost polifenola iz EEP-a nego iz ¢vrstog propolisa. Utvrdene su bio-
aktivnosti in vitro digestovanih uzoraka propolisa, ali se bez daljih istraZivanja ne
bi moglo reci da li bi se isti rezultati dobili i nakon ispitivanja u in vivo model
sistemima.

Uvod

Propolis je lepljiva, mrka supstanca koju pcele skupljaju iz biljaka i
mesaju sa voskom. PCele ga koriste za popunjavanje Supljina u koSnici. U
narodnoj medicini poznat je kao lek koji ima antibiotska dejstva. Potvr-
dena je njegova antioksidantna aktivnost, a smatra se i da usporava rast
celija tumora (Burdock 1998).

Hemijski sastav ove supstance zavisi od fitogeografije, jer pcele sa
razli¢itih podrucja koriste razlicite vrste biljaka kao izvor propolisa (Po-
pova et al. 2010). Ova Cinjenica spreava njegovu standardizaciju, i zbog
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toga razliciti rastvaraci (etanol, metanol ili voda) mogu ekstrahovati razli-
¢ite komponente propolisa, pri tome utiuci na njegovu aktivnost (Cunha
et al. 2004). NajceSée, u sastav propolisa ulaze smola (50%), vosak
(30%), polen (5%), esencijalna ulja (10%) i bioaktivna jedinjenja (Bur-
dock 1998). Bioaktivna jedinjenja pronadena u propolisu su flavonoidi
(naj¢eSc¢e naringenin), alifati¢ne kiseline (heksadekanska i 9-oktadeka-
nska), aromati¢na jedinjenja (benzojeva kiselina, ferulna kiselina, 2-pro-
penska kiselina, 4-pentenska kiselina), estri i alkoholi.

Glavne komponente propolisa su estri masnih kiselina, fenoli i ci-
metna kiselina (Greenaway et al. 1998; Kujumgiev et al. 1999). Upravo
ove komponente imaju antibiotsko dejstvo (Greenaway et al. 1998; Kuju-
mgiev et al. 1999). Poznato je da antioksidantna aktivnost propolisa potice
od polifenola i flavonoida koji se u njemu nalaze (Kalogeropoulos et al.
2009). Utvrdeno je da flavonoidi ¢ine od 4.8 do 37.2% ukupne mase pro-
polisa, dok fenolne kiseline i njihovi estri ¢ine od 3.21 do 17.1% (Kalo-
geropoulos ef al. 2009). Zbog ovakvog hemijskog sastava, propolis se
pokazao kao dobar antioksidant kako u in vivo, tako i u in vitro istraZiva-
njima (Kalogeropoulos et al. 2009).

Vecina istraZivanja se odnosi na bioaktivnost ¢vrstog propilisa u ob-
liku u kome se on nalazi u prirodi ili njegovih ekstrakata. Kao supstanca
koja se uzima oralno, propolis u organizmu podleze digestiji. Cilj ovog
rada je ispitivanje promena u bioaktivnostima propolisa nakon digestije.
Ispitivana je njegova antioksidantna aktivnost nakon digestije, a zatim i
njegova biodostupnost. Uporedivana je antioksidantna aktivnost in vitro
digestovanog etanolnog ekstrakta propolisa i ¢vrstog propolisa sa antioksi-
dantnom aktivnoS¢éu nedigestovanih uzoraka oba tipa, kao i biodostupnost
fenola iz oba tipa uzoraka nakon simulirane gastricne i duodenalne faze
digestije.

Materijal 1 metode

Simulacija digestije tekla je u tri faze. Najpre je simulirana oralna
faza digestije (varenje u ustima), zatim gastricna (varenje u Zelucu), a na
kraju duodenlna (varenje u crevima). Na ovaj nacin su digestovana oba
tipa uzoraka. Zatim su pripremljene nedigestovane kontrole EEP-a i
¢vrstog propolisa. Nakon simulacije digestije i pripremanja kontrola,
izmerena je koncentracija bioaktivnih jedinjenja (polifenola i flavonoida) u
digestovanim i nedigestovanim uzorcima. Zatim je odredena njihova anti-
oksidantna aktivnost. Za odredivanje antioksidantne aktivnosti primenjen
je ABTS esej. Drugi deo ovog rada bilo je ispitivanje biodostupnosti oba
tipa uzoraka nakon gastri¢ne i duodenalne faze digestije. Biodostupnost je
odredivana na osnovu sadrZaja polifenola u uzorcima nakon dijalize.
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Koriséen je propolis prikupljen na Zlatiboru 2009. godine. Etanolni
ekstrakt propolisa pripremljen je po proceduri opisanoj u Matsushige et al.
(1996). Smesa koja sadrzi 10 g propolisa i 125 mL 70% etanola zagre-
vana je i meSana na magnetnoj mesalici (200 rpm) na temperaturi od 70°C
30 minuta. Ekstrakt je centrifugiran 20 minuta na 3000 rpm. Talog je od
supernatanta odvojen filtriranjem. Supernatant je drZan 4 h na temperaturi
od 4°C, a zatim ponovo profiltriran, kako u njemu ne bi bilo voska.

Digestija in vitro

Digestija in vitro je simulirana po protokolu opisanom u Gil-Izgu-
ierdo et al. iz 2002. Simulirana je digestija etanolnog ekstrakta (EEP), a
zatim i ¢vrstog propolisa. Oba uzorka tretirana su na isti nacin. Pri simu-
laciji oralne faze digestije uzorcima (1.67 mL EEP, 0.13 g ¢vrstog pro-
polisa) je dodavan PBS (pH 6.9, 0.04% NaCl i 0.004% CaCl,) do ukupne
zapremine od 17 mL. SmeSa je inkubirana 30 minuta na 37 °C. Kako pro-
polis provodi zanemarljiv vremenski period u ustima, oralna faza digestije
se ne odigrava u potpunosti, pa zbog toga amilaza nije koriS¢ena u ovom
eksperimentu. Kako bi se simulirala gastricna faza digestije, nakon inku-
bacije smeSe, njena pH dovedena je do 2 titracijom HCl-om. SmeSi je do-
dato 1.67 mg pepsina ratvorenog u 1 mL 0.01 M HCI. Nova smeSa je
inkubirana 2 h na 37°C na 200 rpm. Poslednji korak simulirane digestije
bila je duodenalna faza. Ova faza simulirana je tako $to je pH digestivne
smeSe dovena do 6.9 titracijom NaHCO; a zatim joj je dodat rastvor
13.3 mg Digestal forte® (tripsin, lipaza, amilaza i Zu¢ne soli) u 1 mL
PBS-a. Duodenalna smeSa inkubirana je na magnetnoj meSalici 2 h na
37°C. Nakon poslednje inkubacije, smeSa je centrifugirana 20 minuta na
3000 rpm. Supernatant je od taloga odvojen dekantovanjem. Supernatant
je Cuvan na 4°C.

Nakon digestije odredena je koncentracija fenola i flavonoida u
uzorcima kao i u nedigestovanim kontrolama. Nedigestovana kontrola za
etanolni ekstrakt pripremljena je tako Sto je u 1.67 mL etanolnog ekstrakta
dodat PBS do ukupne zapremine od 17 mL. SmeSa je drZana na sobnoj
temperaturi 4.5 h (u trajanju in vitro digestije), a zatim centrifugirana na
3000 rpm 20 minuta. Nedigestovana kontrola ¢vrstog propolisa je napra-
vljena na isti nacin, samo je kao polazna supstanca koris¢eno 0.13 g &vr-
stog propolisa.

Odredivanje koncentracije polifenola

Koncentracija fenola merena je po protokolu opisanom u radu De-
wanto et al. iz 2002. U 125 uL uzorka dodato je 0.5 mL destilovane vode
i 125 uL. FC (Folin-Ciocalteu) reagensa. Nakon 6 minuta dodato je
1.25 mL prethodno pripremljenog 7% rastvora Na,COs3, a zatim je dodata
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destilovana voda do ukupne zapremine od 3 mL. Nakon inkubacije od 90
minuta, merena je apsorbanca na 760 nm (CECIL 2021, model 2000,
Cambridge, UK). Standarna kriva napravljena je merenjem apsorbanci
rastvora galne kiseline koncentracija od 0.5 do 10 ug/mL. Uzorci su pre
dodavanja u reakcionu smesu duplo razblazeni.

Odredivanje koncentracije flavonoida

Za odredivanje koncentracije flavonoida pripremljeni su 5% rastvor
NaNO,, 10% rastvor AlICI;x6H,0 i 1 M rastvor NaOH. U 250 uL uzorka
dodato je 1.25 mL destilovane vode i 75 yL 5% rastvora NaNO,. Nakon
6 minuta dodato je 150 uL 10% AICl3x6H,O, zatim nakon 5 minuta i
0.5 mL 1 M rastvora NaOH. Na kraju je dodata destilovana voda do uku-
pne zapremine od 2.5 mL. Nakon pripremanja uzoraka, apsorbanca ovih
rastvora merena je na 510 nm. Koncentracija flavonoida u digestovanom
propolisu i kontrola odredivana je na osnovu standardne krive napravljene
pomocu koncentracija od 5 do 100 pg/mL kvercetina (Dewanto et al.
2002).

Ispitivanje antioksidantne aktivnosti — ABTS esej

Za utvrdivanje antioksidante aktivnosti, primenjen je ABTS (3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonska kiselina) esej. Ovim esejem je meren stepen
inhibicije oksidacije ABTS katjona. PomeSani su 1 mL 7 mM rastvora
ABTS-a i 40 uL 60 mM rastvora kalijum-persulfata. ABTS katjon je
dobijen kao proizvod reakcije ABTS-a i kalijum persulfata. SmeSa je to-
kom nodi ostavljena u mraku. Nakon toga, smeSa je rastvorena u desti-
lovanoj vodi tako da na talasnoj duZini od 670 nm apsorbanca bude 0.7.
Zatim je u 40 pL svakog od uzoraka dodato 2 mL razblaZenog rastvora
ABTS-a (pipetiranje je izvrSeno direktno u kivetu). Apsorbanca je ocita-
vana na 670 nm. Manja apsorbanca oznaCava veci stepen inhibije oksi-
dacije (Salah et al. 1995; Rice-Evans i Miller 1996).

Dijaliza i odredivanje biodostupnosti

Biodostupnost (procenat supstance resorbovan u digestivnom traktu
tokom digestije) propolisa je odredivana in vitro nakon gastricne i duo-
denalne faze digestije. Nakon gastrine faze in vitro digestije, uzet je
alikvot digestivne smeSe i dijalizovan. Isto je uradeno i sa alikvotom duo-
denalne smeSe. Dijaliza je vrSena naspram 200 mL fosfatnog pufera (pH
74; 20 mM). Zasebno su dijalizovani alikvoti iz gastriéne i duodenalne
faze. Sistemi za dijalizu su ostavljeni na magnetnoj mesalici 2 h na 200
rpm i 37°C. Za dijalizu je koriS¢eno celulozno crevo (Sigma-Aldrich, cut
off 12 kDa). Ovaj postupak je primenjen na oba tipa uzorka — ¢vrstom
propolisu i etanolnom ekstraktu propolisa.
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Koncentracija fenola u dijalizovanim uzorcima uporedena je sa ko-
ncentracijom fenola u nedijalizovanim uzorcima. Biodostupnost (u proce-
ntima) odredena je na osnovu formule

BA = 100% — ¢
PCDF

gde je PCs koncentracija fenola u dijalizovanim, a PCDF u nedijalizova-

x 100%,

nim uzorcima (Gil-Izguierdo et al. 2002). Koncentracija fenola je odredi-
vana po ve¢ opisanom postupku.

Rezultati 1 diskusija

Koncentracija polifenola. Rezultati pokazuju da se koncentracija po-
lifenola u ¢vrstom propolisu i etanolnom ekstraktu pre i nakon digestije
razlikuju. U uslovima simulirane digestije povecava se koli¢ina polifenola
u rastvoru (slika 1). Koncentracija polifenola u nedigestovanom etanolnom
ekstraktu propolisa iznosila je 6.65+0.13 pg/mL, dok je nakon digestije
iznosila 8.92+0.19 ug/mL. U uzorku ¢vrstog propolisa koncentracija poli-
fenola pre digestije bila je 5.98+0.368 ug/mL, a nakon digestije iznosila je
11.18+0.34 pug/mL. Primeceno je da je in vitro digestija podstakla oslo-
badanje polifenola.

14 +
B Nedigestovani uzorci

12 1l Digestovani uzorci

Koncentracija polifenola [ug/mL]

Etanolni ekstrakt Cvrsti propolis
propolisa

Koncentracija flavonoida se nakon in vitro digestije u etanolnom
ekstraktu od 1.8+0.5 pg/mL povedala do 3.22+0.19 pg/mL. U ¢vrstom
propolisu, koncentracija flavonoida pre digestije bila je 2.00+0.16 ug/mL,
dok se nakon digestije povecala do 5.16+0.16 pg/mL. Dobijeni rezultati
pokazuju da se u uslovima simulirane digestije, osim koncentracije poli-
fenola, povecava i koncentracija flavonoida (slika 2).
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Slika 1.

Koncentracija polifenola
u etanolnom ekstraktu
(EEP) i ¢vrstom
propolisu pre i nakon
simulacije digestije

Figure 1.
Concentration of
polyphenolic
compounds in ethanolic
extract of propolis and
solid substance before
and after simulation of
digestion
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M Nedigestovani uzorci

[ Digestovani uzorci

Koncentracija flavonoida [ug/mL]
w

Etanolni ekstrakt Cvrsti propolis

propolisa

Antioksidantna aktivnost. Nedigestovani etanolni ekstrakt propolisa
pokazao je stepen inhibicije od 29.00+0.14%. Pokazalo se da je stepen
inhibicije oksidacije pri kori§¢enju digestovanog etanolnog ekstrakta kao
antioksidanta 62+1%. Pri koriS¢enju ¢vrstog propolisa kao antioksidanta
stepen inhibicije oksidacije ABTS katjona je nedetektabilan. Antioksidant-
na aktivnost ¢vrstog propolisa se nakon digestije povecala, pa je procenat
inhibicije iznosio 50+1%. Dobijeni rezultati ukazuju da se tokom digestije
antioksidantna aktivnost uzoraka povecava (slika 3). Povecanje antioksi-
dantne aktivnosti nakon digestije, pripisuje se povecanju koncentracije
flavonoida i1 polifenolnih komponenti od kojih poti¢e antioksidantna
aktivnost.
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&
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Slika 2.

Koncentracija
flavonoida u etanolnom
ekstraktu propolisa
(EEP) i ¢vrstom
propolisu pre i nakon
simulacije digestije

Figure 2.

Concentration of
flavonoids in in vitro
digested and
non-digested ethanolic
extract of propolis
(EEP) and solid
propolis

Slika 3.

Procenat inhibicije
oksidacije ABTS-a
digestovanim i
nedigestovanim
etanolnim ekstraktom i
¢vrstim propolisom

Figure 3.

Oxidation of ABTS
cation caused by
digested and
non-digested ethanolic
extract of propolis
(EEP) and solid
propolis
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Slika 4. Koncentracija polifenola pre i nakon dijalize u etanolnom ekstraktu propolisa (EEP) (a) i

¢vrstom propolisu (b) tokom gastri¢ne i duodenalne faze digestije

Figure 4. Concentration of polyphenols in ethanolic extract of propolis (EEP) (a) and solid propolis (b)
before and after dialysis during simulation of gastric and duodenal phase of digestion

Biodostupnost. Koncentracija polifenola u dijalizovanoj smesi sma-
njena nakon dijalize (slike 4 i 5). Ova promena koncentracije polifenola
potvrdila je da odredena koli¢ina polifenola iz propolisa biva resorbovana,
te se moze govoriti o biodostupnosti njegovih komponenti. Manja kon-
centracija polifenola u crevu za dijalizu se pripisuje prolasku polifenola
manje molekulske mase kroz membranu creva.

Na slici 5 prikazan je procenat polifenola resorbovanih tokom dijalize
iz etanolnog ekstrakta i iz ¢vrstog propolisa. Procenat resorbovanih polife-
nola predstavlja biodostupnost. Biodostupnost etanolnog ekstrakta pro-
polisa tokom gastricne faze digestije je 35.76+£0.08%, dok se tokom
duodenalne faze biodostupnost povecala i iznosi 38.21+0.16%. Biodo-
stupnost ¢vrstog propolisa je veca u odnosu na biodostupnost etanolnog
ekstrakta — tokom gastri¢ne faze biodostupnost iznosi 52.2+0.6%, a tokom
duodenalne 63+1%. Utvrdeno je da se biodostupnost polifenola povecava
tokom digestije. Veca biodostupnost se pripisuje promeni pH iz kisele u
baznu. Sa poveéanjem pH, povecava se i solubilnost polifenola. Rastvaraci
¢ija pH je blizu neutralne ili je slabo bazna (oko 8) mogu ekstrahovati i
70% ukupnog sadrzaja polifenola (Sondheimer 1971). U gastri¢noj fazi
simulirane digestije pH je izrazito kisela, dok je u duodenalnoj fazi blizu
neutralne. Zbog toga su polifenoli solubilniji u duodenalnoj nego u ga-
stricnoj fazi digestije. Takode, do manje biodostupnosti moZe dovesti i
adsorpcija polifenola na proteine dodate tokom simulacije digestije Cija je
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molekulska masa veéa od 12 kDa. Biodostupnost polifenola iz propolisa
merena je kao jedna od vaznih osobina ove supstance, jer iako se prilikom
digestije oslobodi znatna koli¢ina polifenola, svoje fizioloske efekte poli-
fenoli u in vivo sistemina ostvaruju tek nakon resorpcije.

Zakljucak

Model digestije in vitro zajedno sa dijalizom pokazao se kao dobar
metod za ispitivanje biodostupnosti polifenola iz propolisa. Nakon ispiti-
vanja, utvrdeno je da se koncentracija polifenola i flavonoida tokom di-
gestije povecava, kao i da se veci procenat polifenola apsorbuje iz ¢vrstog
propolisa nego iz etanolnog ekstrakta.

Kao bolji antioksidanti su se pokazali digestovani uzorci. Veca anti-
oksidantna aktivnost se u ovom slucaju pripisuje vecoj koncentraciji po-
lifenola i flavonoida u digestovanim uzorcima. Najveci procenat inhibicije
oksidacije ABTS-a uocen je pri koriScenju digestovanog etanolnog eks-
trakta kao antioksidanta. Pretpostavljamo da se veca antioksidantna
aktivnost etanolnog ekstrakta moze pripisati razli¢itom sastavu polifenola.
Na osnovu ranijih istraZivanja poznato je koji polifenoli preovladavaju u
propolisu, ali da bi se pouzdano znalo zasSto dolazi do povecanja antioksi-
dantne aktivnosti, neophodno je detaljnije ispitati koji polifenoli se oslo-
badaju simulacijom digestije. Biodostupnost i antioksidantna aktivnost
digestovanog propolisa ispitivane su in vitro. Bilo bi zanimljivo proveriti
postoji li razlika izmedu rezultata dobijenih u ispitivanjima sprovedinim u
in vitro sistemima i onih dobijenih in vivo istraZivanjima.

264 « PETNICKE SVESKE 69

Slika 5.

Biodostupnost in vitro
digestovanog etanolnog
ekstrakta propolisa
(EEP) i ¢vrstog
propolisa tokom
gastri¢ne i duodenalne
faze digestije

Figure 5.
Bioaccessibility of in
vitro digested ethanolic
extract of propolis and
solid propolis during
gastric and duodenal
phase of digestion
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Vanja Radisi¢

Antioxidant Activity and Bioavailability of In vitro Digested
Propolis

Propolis is a resinous substance collected by Apis melifera from vari-
ous tree buds. Because of its antimicrobial activity, propolis is used as a
folk medicine. Propolis is also known by its antioxidant and antifungal ac-
tivity. More than 300 constituents have been identified in different pro-
polis samples. Flavonoids, aromatic acids, diterpenic acids and phenolic
compounds appear to be principal components responsible for the biologi-
cal activities of this substance. Because of its chemical composition pro-
polis has proved itself as a good antioxidant in in vivo and in vitro
researches. All the research is based on biological activities of propolis in
the shape in which it appears in nature. However, in living organisms,
propolis components are absorbed by cells after digestion. In this work
antioxidant activity of in vitro digested propolis was investigated. The
bioavailability of in vitro digested propolis was also measured.

The first step in this experiment was to simulate digestion. The di-
gestion of solid propolis and ethanolic extract of propolis (EEP) was sim-
ulated in three phases — oral, gastric and duodenal. After simulation of
digestion, the concentration of polyphenols and flavonoids in digested
samples and non-digested controls were measured. The results showed
that during digestion concentration of polyphenols in EEP increased from
6.65+0.13 to 8.92+0.19 ug/mL, and in solid propolis concentration in-
creased from 6.0+0.4 to 11.2+0.3 ug/mL. The concentrations of flavo-
noids also changed during digestion. In ethanolic extract concentration
increased from 1.8+0.5 to 3.22+0.19 ug/mL and in solid propolis concen-
tration increased from 2.00+0.16 to 5.16+0.16 ug/mL. It was noticed that
simulated digestion has an effect on the increase of concentration of bio-
logical active components of propolis. After measuring concentrations of
biologically active compounds, antioxidant activity of in vitro digested
samples was determined and compared to antioxidant activity of non-di-
gested samples. For determination of antioxidant activity, ABTS essay
was used. In this essay the inhibition of oxidation of ABTS cation caused
by in vitro digested EEP and solid propolis was followed. The level of in-
hibition caused by digested samples was compared to the level of inhibi-
tion caused by non-digested controls. The level of inhibition caused by
non-digested EEP was 29.00+0.14%, but after digestion it increased to
62.43+1.14%. Antioxidant activity of non-digested solid propolis was not
detectable. However, after digestion level of inhibition was 50+1%. The
results indicate that in conditions of simulated digestion antioxidant activ-
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ity increases. It is assumed that the higher level of antioxidant activity af-
ter digestion is caused by increase of concentration of polyphenols,
compounds which carry antioxidant activity of substance. However, for
further investigation of causes of higher antioxidant activity of EEP more
research needs to be done.

The second step in this work was determination of bioavailability
(percent of polyphenols resorbed in gastrointestinal tract) of solid propolis
and its ethanolic extract. The bioavailability of propolis was determinated
after gastric and duodenal phase of digestion. Dialysis was used to simu-
late resorption of polyphenols. The concentration of polyphenols in the di-
alysis tube was measured before and after dialysis. Bioaccessibility of
ethanolic extract in gastric phase was 35.76+0.08% and in duodenal phase
it was 38.21+0.16%. The percent of resorbed polyphenols of solid
propolis in gastric phase was 52.2+0.6 and in duodenal phase it was 63+1.
It was shown that the bioaccesibility of polyphenols is higher in the last,
duodenal, than in gastric phase of digestion.

This work is based on in vitro research of antioxidant activity and
bioaccessibility of in vitro digested propolis. However, it is not known if
there is a difference between biological activity of digested propolis in in
vivo and in vitro systems.
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