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Cuvint inainte

In ultimii ani, pe plan mondial s-au intreprins emple actiuni in
vederea folosirii pe scard tot mai largd e produselor naturale in sco-
pul mentinerii sdndtdtii omului.

In acest context oamenii de gtiingd au initiat diferite cercetiri
duselor oferite de acestea : miere, ldptigor de mated, polen, pdsturd, pro-
polis, veninul de albine, apilarnil si ceard, produse cu un bogat conpinut
in principii active ce joacd un rol tot mai de seamd in apdrarea sinitdfii
omului.

Plecind de la aceastd nobild idee Editura APIMONDIA o prezentat
o serie de lucrdri care oferd specialistilor gi publicdlui larg informatii
si observafii dobindite in uwrma unor indelungale cercetiri a acestor
produse naturale puse la indemina noastrd cu generozitate de albine.
Cartea pe care o oferim acum ,Propolisul® este o lucrare cu coracter
monografic despre acest produs al stupului foarte apreciat datoritd
efectelor sale binefdcdtoare. Lucrarea cuprinde date despre originea
propolisului, colectarea Iui de cdtre albine §i recoltarea de cdtre om,
macro §i microstructura lui, utilizarea n medicind §i efectele asupre
sistemelor biologice precum gt forme farmaceutice preparate pe bazd de
propolis. Monografia de fafd a preluat din edifiile mai vechi tot ce este
mai valoros din punct de vedere stiintific dar ea cuprinde si cele mai
recente cercetdri gi aplicdri ale propolisului in medicina umand, lucrdri
ale unor specialigti, biologi, chimisti, medici, farmacigti din diverse
tdri care si-au comsacrat o parte din activitatea lor gtiinfificd studierii
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acestui produs cu valoare de medicament. Prin publicarea lucrdrilor
in forma lor originald am intenfionat si punem la indemine producdto-
rilor pe de o parte, si a practicienilor apiterapeufi pe de altd parte, un
material informativ-documentar care si oglindeascd stadiul actual al
cunogtintelor despre propolis si perspectivele multiple ale utilizarii lui.
Lucrarea poartd girul acestor specialisii competenti care gi-au prezentat
referatele cercetdrilor lor la diferitele manifestdri gtiintifice organizate
de APIMONDIA in lume. Toti acesti cercetdtori care au studiat gi studi-
azd atit metodele de producere, compozitia chimicd cit gi efectele propo-
lisului s-au straduit sd introducd in arsenalul terapeutic al medicinii
moderne acest produs natural care gi-a dovedit cu prisosintd calitdtile
deosebite.

Multumim celor care, prin cercetdrile lor, gi-au adus contributic
la realizarea prezentwlui volum g§i agteptdm cu deosebit inferes noi
rezultate i puncte de vedere, noi lucrdri stiinfifice care si ne permitd
o cit mai bund cunoagtere a acestui valoros produs al stupului.

C. CONSTANTINESCU
Director I.I.T.E.A. APIMONDIA



Capitolul

GENERALITATI

SITUATIA CERCETARII PROPOLISULUI ASTAZI

Oamenii de stiinti au intreprins diferite cercetiri, constatindu-se
ci albinele ocupid o pozitie speciald printre celelalte insecte, fiind rar
atacate de bacterii, microbi sau virusuri. Insusirea de a se apira selectiv
de agentii patogeni este deosebit de pretfioasi pentru albine, dacd ne
gindim la aglomeratia mare de indivizi din coloniile de albine (50.000—
60.000). La asemenea densitate, o boald infectioasid are efecte dezas-
truoase.

Cercetiirile au ariitat ci, pe linghd acea substantd care protejeazd
corpul albinei si care videste insugirile unui antibiotic, in protectia
albinei un rol important il are propolisul.

Pentru producerea propolisului albinele culeg materia primi de
pe mugurii unor vegetale, ca de exemplu plopul si salcia, atunci cind
vremea este cilduroasi. Substantele rdsinoase de pe muguri sint ames-
tecate cu secrefii ale unor glande ale albinelor, cu ceard si, mai rar, cu
grauncioare de polen. Astfel obtin ele propolisul cu care astupid orice
orificiu din peretii stupului, lustruiesc celulele fagurilor unde depune
matca oudle, acoperi cu un strat subtire rezervele de substanti pro-
teici (pastura) pe timpul conservirii ei in perioada de iarni, imb#lsi-
meazd atmosfera din interiorul stupului si In ultimi instanti acoperi
orice ddunétor care a fost omorit de albine si nu a putut fi evacuat din
stup, mumifieindu-1, astfel incit nu viciazd atmosfera din stup, datoritd
unei adevirate imbalsdmari.

In cursul ultimului deceniu, propolisul a devenit obiectul unor
cuprinzitoare studii cu caracter chimic si farmacologic. Desi este o sub-
stantd cunoscutda incid din cele mai vechi timpuri, abia in zilele noastre
s-au evidentiat adeviratele sale virtuti. Toate produsele apicole, printre
care si propolisul, au fost ufilizate ca leacuri naturale din timpuri stra-
vechi ale antichitatii. Se sustine ed in imperiul incagilor in jurul anului
1600 propclisul era cunoscut, fiind folosit impotriva inflamatiilor inso-
tite de temperaturi. Si Coranul aminteste de propolis, prezentindu-l ca
pe o substanti diferit colorati. De asemenea, vechii egipteni, grecii si
romanii i1 foloseau ca remediu in diferite afectiuni. O perioadi in-
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delungati de timp a dispirut interesul fati de acest produs, el fiind
amintit din nou prin anul 1807 ca un mijloc de tratare a rinilor. In
timpul razboiului burilor (1899), propolisul in amestec cu vaselini, se
utiliza cu rezultate bune in interventii chirurgicale.

In ultima vreme, aga-numitele produse secundare ale stupului :
polenul, laptisorul de matcd, propolisul si veninul au dobindit o impor-
tanta tot mai mare prin ultilizarea lor masivi in apiterapie. Pe de altd
parte, obtinerea acestor produse reprezinti o cale de diversificare a pro-
ductiei, ceea ce conferd oricirei exploatiri apicole posibilititi sigure de
crestere a eficienfei economice si a rentabilititii. Tocmai in aceasts idee
APIMONDIA a ciutat sd creeze un cadru unitar pentru schimburi si
confruntiri de opinii in stare sii polarizeze interesul major pentru pro-
polis ca gi pentru celelalte produse fati de care se manifestd interes atit
din partea apicultorilor producitori cit si din partea oamenilor de
stiintd, care au depus si depun stridanii sustinute pentru fundamentarea
stiintifici a utilizdrii produselor apicole naturale in alimentatia si si-
ndtatea omului.

O primi grupéd de actiuni in aceasti directie o reprezintid simpo-
zloanele organizate cu scopul promovirii noilor preocupiri legate de pro-
polis, de alte produse apicolesi pentru utilizarea acestorain slujba sina-
tdtii oamenilor. Mentionidm ci au fost organizate sub. egida APIMONDIEI
in Cehoslovacia dou# simpozioane internafionaleavind drept unici temi
propolisul. Tot in aceasti sferd de preocupiri, actiunile APIMONDIEI
s-au materializat si prin cele cinci simpozicane internationale de apite-
rapie : Madrid 1974, Bucuresti 1976 si Portoroz, (Iugoslavia), 1978, Cra-
covia, 1985, Portoroz, 1988, Daci in 1974 la Madrid numai 3 comuniciri
se refereau la propolis, in 1976, la Bucuresti, s-au prezentat 44 de comu-
niciri legate de compozitia si efectele terapeutice ale propolisului ca
atare sau in combinajie cu alte produse apicole. Cercetarile, in marea
lor majoritate, depégisers stadiul de laborator si erau extinse in clinici
asupra unor grupe de bolnavi care sufereau de diverse afectfiuni interne
$i externe. In afari de aceste comuniciri prezentate in sesiunea plenari,
a fost organizati o zi de dezbateri in cadrul unei mese rotunde avind ca
tem# Propolisul, ceea ce a permis adincirea si lamurirea unor aspecte
in parte controversate, confruntarea si punerea de acord a punctelor de
vedere divergente.

La al treilea simpozion international de apiterapie organizat in
1978 la Portoroz, Jugoslavia, temele legate de propolis s-au regasit in
34 de referate si comuniciri stiintifice care in cea mai mare parte con-
tineau date finale In ideea cauze-efecte, sau, altfel spus, in conformitate
cu prineipiul ,,a cunoaste cu adevirat inseamni a cunoaste prin cauze®.

De asemenea, la toate manifestirile stiintifice prilejuite de ulti-
mele congrese ale APIMONDIET au fost organizate sectii specializate pe
apiterapie, In cadrul lor tematica privind propolisul a ocupat un loc
important, cistigind teren de la un congres la altul. In mod deosebit
simpozioanele si mesele rotunde prilejuite de Congresele APIMONDIA
— Atena 1979, Acapulco 1981, Budapesta 1983, Nagoya 1985, Varsovia
1987, au facilitat comunicarea unui volum important de date privind
cercetirile asupra propolisului-
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O alti grupd de actiuni o reprezinti activitatea publicisticd si de
propagandi tehnico-stiinfifici desfisurati de APIMONDIA in domeniul
felosirii produselor apicole pentru sénitate si alimentatie.

Despre propolis, APIMONDIA a publicat o vastd literaturd stiin-
{ificd in cadrul cireia numai domeniile de grupare a temelor insumeazi
numeroagse capitole, de la tehnologia producerii lui in stuping, analizele
cantitative si calitative, pind la utilizdrile lui in medicind cuprinzind 15
specialitditi printre care amintim : O.R.L. stomatologie, boli interne,
oftalmologie, dermatologie, ginecologie, urclogie etc. Propolisul si-a
gasit utilizarea si in medicina veterinard, unde rezultatele unor cerce-
tari s-au dovedit destul de promititoare. In cele 5 volume editate cu
ocazia simpozicanelor de apiterapie, au apdrut peste 150 de lucriri le-
gate de propolis.

Culegerea de texte intitulatd PROPOLISUL editati de APIMON-
DIA reuneste referatele prezentate la diferite manifestiri stiintifice
organizate de APIMONDIA cit si articole apirute in ultimii ani in
literatura apicold, de biochimie, biologie, tehnologie, ete. In paralel, in
revista , Apiacta“, editatd de APIMONDIA in 5 limbi, au apirut o
serie de articole cu ultimele noutdti legate de acest domeniu. Imediat
dupé infiintarea, In 1975 la Bucuresti, a Sectorului medical de apiterapie
un colectiv largit de specialisti a elaborat o brogurd intitulatd ,,Apite-
rapia azi“, aflati la cea de-a IlI-a edifie, n care sint redate notiuni
practice asupra compozifiei si folosirii produselor si preparatelor api-
cole in nutritie si terapeutics, in raport cu valoarea lor biologici. Bine-
inteles, in aceasti brosurd, propolisul si produsele pe bazi de propolis
s-au bucurat de o atentie deosebita.

Toate aceste cirti aparute in timp dovedesc realmente o preocu-
pare statornicid si perseverenti a APIMONDIEL pentru a propaga in
rindurile tufuror celor interesati, 1a toate nivelele, avantajele apiterapiei
in general si in cadrul ei a propolisoterapiei in special.

Preocupirile si actiunile APIMONDIEI in acest domeniu s-au
bazat pe entuziasmul unor valorosi cercetitori de profil atit in ceea ce
priveste obtinerea acestui produs al stupului it si in utilizirile lui con-
crete.

Toti cercetitorii care studiazd atlt metodele de producere, compo-
zitia cit si efectele propolisului depun o muncd care meriti stima si
pretuirea noastrd, striduindu-se si introduci in arsenalul terapeutic al
medicinii moderne wun produs natural care si-a dovedit cu prisosinti
calitifile deosebite.

APIMONDIA si-a inscris de mult in agenda sa de lucru promo-
varea resurselor naturale in domeniul sinititii omului, organizind, dupi
cum s-a aratat, sub egida sa manifestirile stiintifice si activitatea de
publicare in mai multe limbi a unor lucriri stiintifice care au cunoscut
o largd raspindire, Considerdm ca au fost astfel sensibilizati e seami de
specialisti din diverse domenii care au devenit partizani ai apiterapiei.

Ratiunea care a stat la baza activitdtii APIMONDIEI a fost aceea
ci evitind empirismul gi rutina, toate aspectele cunoagterii gi utilizarii
nu numai a propolisului c¢i si a tuturor produselor stupului si fie ase-
zate pe baze riguros stiintifice. Aceeasi orientare a determinat si organi-
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zarea in anul 1975 a Sectorului de apiterapie din Bucuresti, secter ce
desfdsoari o intensi activitate de cercetare stiintificid in colaborare cu
Academia de stiinie medicale, cu unele unititi de cercetare ale Acade-
miei $i cu mai multe clinici universitare din capitald si din tarid. Aiei,
in paralel cu activitatea terapeutici propriu-zisi se urmiresc unele as-
pecte noi de cercetare stiintificid si realizare a unor produse care si
rispundi necesititilor actuale. Colectivul de medici care activeazi in
sector este completat de un grup de biochimigti, farmacisti i biologi.

Stadiul actual la care au ajuns cercetirile legate de propolis obligh
la unele reconsiderari atit in ceea ce priveste produsul brut cit i uti-
lizirile largi ale lui sub formi de preparate dintre cele mai diverse.
Astfel, apicultorul-producitor direct al propolisului are deopotrivd douid
mari sarcini. Prima serveste aspectul cantitativ, iar cea de-a doua as-
pectul calitativ al materiei prime. S-au pus la punct unele tehnici de
producere gi recoltare ale propolisului, tehnici care in unele tiri se aplici
pe scard largd. Grija pentru calitate este subsumati insisi destinatiei
Pe care o are propolisul — sinétatea oamenilor. Aceste aspecte nu pot
fi despérfite de cel economie, intrucit pretul propolisului este stimu-
lativ pe piata mondiald manifestind o tendinti de crestere, gratie lar-
girii ariei lui de utilizari.

Desigur, pentru producifor cercetarea stiin{ificd poate incd face
multe lucruri bune si‘in acest sens crearea unor linii si hibrizi de albine
cu capacitate sporitid de propolizare reprezentind o cale sigurid de spo-
rire a productiilor. In domeniile cunoasterii cit mai exacte a compozitiei
i a efectelor acestui produs complex existd incd un cimp larg de afir-
mare pentru chimisti, biologi, biochimisti, farmacisti si medici. Conju-
garea unor eforturi pluridisciplinare intr-un spatiu de constelatie ce
cuprinde atit domeniile cercetarii cit si ale productiel reprezinti un mod
de rezolvare favorabili a problematicii comune pe drumul obtinerii si
utilizirli propolisului si aceasti conjugare, aceasti sinergie a preocupi-
rilor a incercat si Incearci s-o realizeze si s-o perfectioneze mereu pe
plan mondial APIMONDIA prin toate mijioacele care-i stau la dispozitie.

Desigur, utilizarea in terapeutici a produselor apicole necesiti in
continuare studii temeinice, efectuate cu ajutorul aparaturii stiintifice
moderne, iar wvalorificarea rezultatelor trebuie ficutd tinind cont de
toate premisele interpretdrii riguroase, statistice. Considerind bunele
rezultate de pind acum se poate prevede un viitor foarte bun folosirii
in general a produselor naturale in slujba pastrarii s&natitii oamenilor,
Iueru subliniat de nenumdirate ori de organismele internationale, ca de
exemplu Organizatia Mondiald a Sdndtatii.

Recunoagterea necesitiatii de a reveni la folosirea a ceea ce ne
oferd in mod direct natura este astdizi un lucru cistigat de intreaga
omenire, A cunoaste efectele si sensul utilizirii produselor albinelor si
ajutorul pe care-l reprezinti apiterapia, este un comandament al tim-
purilor actuale, in care stiln{a cea mai avansati se conjugd cu expe-
rienta care s-a transmis de-a lungul mileniilor. Prin depésirea practicii
bazate pe traditii, apiterapia — avind un riguros suport stiintific —
reafirmj legitura cu natura, cu izvorul ei de sidndtate, vigoare si lon-
gevitate.
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In cadrul acestei orientiri meoderne, utilizarea propolisului si a
celorlalte produse ale stupului va cunoaste un loc de maxima impor-
tantsd. Totul depinde de modul de abordare a aspectelor necunoscute sau
insuficient cunoscute, de masurile judicioase si rationale in stare s& asi-
gure rapid cele mai bune conditii pentru promovarea in practica largi
medicald a acestul produs.

CE ESTE PROPOLISUL

Propolis — este denumirea generici pentru substanta risinoasi
colectati de catre albinele melifere din diferite surse vegetale. Cuvintul
propolis derivd din grecescul : pro — pentru sau in apirarea si polis —
cetate — ceea ce inseamnd apdararea cetdtii (In acest caz a stupului).

Ar fi interesant sid se ia in considerajie si o alti etimologie a
acestui cuvint, atribuindu-i o origine latind. De fapt Pliniu foloseste
acest termen de propolis... Constructia cuvintului provine prin asam-
blarea prefixului ,,pro® — cu semnificatia in scopul de, favorabil pentru
§i ,,polis“ — o formi de conjugare a verbului ,,polire® -— polir in fran-
cezd — a acoperi, a polei gi prin deformare ,lisser® — a netezi.

In acest sens, se stie ci albinele utilizeazi propolisul pentru a
acoperi, toate partile interioare ale stupului si in mod deosebit celulele
goale, inainte ca matca si depuni ponta.

PROVENIENTA PROPOLISULUI

Termenul foarte general de propolis este utilizat pentru a desemna
o intreagi serie de substante risinoase, gumoase, balsamice, aduse in
stup de catre albine si transformate.

Cu toate cd primii cercetdtori ce au ohservat comportamentul
albinelor au fost constienti de originea vegetald a acestuia, au existat
totusi in ideile unor cercetatori care au studiat compozifia propolisului
o serie de neclarititi. In privinta originii propolisului existi teorii ce
afirma o dubli origine :

1. Origine internd — potrivit cercetdtorilor germani KUSTEN-
MACHER, PHILIP si WECK etc., propolisul este un reziduu rasinos
provenit din prima fazd a digestiei polenului, proces ce are loc intr-un
mic organ situat intre gusid si intestinul mediu, Conform ipotezei lui
KUSTENMACHER propolisul provine din gusa de polen sau ,stomacul
de polen® sau ,,chylus magen® — organ situat intre stomacul de miere
si intestinul mediu. Invelisul exterior al griuncioarelor de polen este
transformat in balsam si regurgitat de ciitre albind sub formi de pici-
turi depuse in stup. Prezenta urmelor si fragmentelor de exind de polen
in propolis a constituit un argument in acest sens. Mai mult decit atit,
savantul german a apreciat cd maximul recoltei de polen coincide cu
maximul recoltei de propolis si ci pe de altd parte, prezenfa propolisului
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in interiorul stupilor situati in regiunile bogate in paduri, confirmi
producerea sa pornind de la polen.

Procesul propriu-zis de formare a propolisului incepe prin absor-
birea unei mari cantiti{i de ap#. Griuncioarele de polen inghitite de
albine si acumulate intr-una din portiunile tubului digestiv in asa-
numitu] ,stomac de polen® — chylus magen, se umfli datoriti absorb-
tiei de apd de circa 5 ori mai mare decit propria lor greutate si apoi
crapd. Din ele curge plasma pe care albinele o folosesc ca hrani pentru
puiet. Din Invelisul griuncioarelor de polen ia nastere un balsam pe
care albinele il elimind sub formi de picituri de 2—3 mm in diametru.
Acest balsam formeazi baza gi esenta propolisului, conform teoriei lan-
sate in 1907 de citre KUSTENMACHER.

Din experientele lui BRUNNING reiese ci acest propolis de origine
interna este folosit pentru spilarea celulelor fagurilor, indeosebi a celor
nou construite, inainte ca matea si depuni ponta.

O alts ipotezi emisi in cazul originii propolisului este : Albinele
colecteazi secretiile risinoase ale mugurilor si ramurilor tinere de plante
numai in cazul insuficientei polenului floral, jar masa principali a pro-
polisului este elaboratd de albine ca produs secundar in timpul dige-
ririi polenului.

Se stie ca invelisul polenului contine substante uleicase si balsa-
mice, inclusiv rigini. Aceste substante feresc continutul granulei de
polen de alterare pe timp umed si in diferite conditii nefavorabile. Cind
albinele prepari din polen hrana pentru larvele lor, ele separd partea
nedigerabilj a polenului — substante balsamice, risinoase, depunindu-le
sub forma unor picdturi de propolis pe care il utilizeaza pentru nece-
sitétile stupului.

Probabil ci albinele adund propolis atit printr-un procedeu cit si
prin celdlalt imbogitind acest produs prin adiugarea wunui ferment
digestiv si supunindu-l fermentatiei lactice, in organele lor digestive.

In timpul colectdrii si depozitirii produsului albinele adaugi en-
Zime cu anumite proprietdti antibiotice. Procesul formarii propolisului
este extrem de complicat, iar comporitia lui nu a fost total stabiliti.

Se afirmi ci cea mai mare parte a propolisului ar avea aceastd
origine interni si acest lucru este usor de evidentiat prin examinare
microscopicd — analiza prin care se observi firele si grauncioarele de
polen pe care acesta le contine.

Pe baza teoriei lui KUSTENMACHER, PHILIPP &WECK au fost
efectuate numeroase cercetiri. Principala obiectiune adusi acestei teorii
este faptul ci structura proventriculului de la albind nu permite o sepa-
rare a ,balsamului“ de alte ingrediente ale polenului. In plus amaliza
polenului demonstreazii ci acesta nu confine compugii caracteristici si
permanenti ai propolisului.

Un alt argument : albinele inchise intr-o seri si aprovizionate cu
Polen din abunden{i nu au depus nici un pic de propolis (MACGREGOR,
1952).
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Trebuie de asemenea semnalat faptul ci prezenta urmelor si mai
ales a invelisului. polenului sint elemente insuficiente pentru a demon-
stra originea interni, deoarece acestea sint in mod freevent prezente
In. analizele propolisului recoltat in exclusivitate de pe surse vegetale,
care contin In mare parte impurititi si corpuri striine (fragmente de
organe de albind, lemn, griuncioare de polen, substante minerale dato-
rate depunerilor de praf, ete.).

O ultim# dovadi frapanti reiese din cazul unei stupine situati
Intr-un loc in care vegetatia este predominant aleituitd din Populus bal-
samifera. Polenul acestei specii este recoltat prim#vara, perioadi in
care albinele il consumi imediat, ori propolisul nu este recoltat de pe
acest arbore decit la sfirsitul sezonului. Se pare deci ci cel putin in
acest caz propolisul nu provine din polen.

2. Originea externd. Tot la inceputul secolului nostru au apirut o
serie de teorii care afirm3 originea externi a propolisului.

Necunoscindu-se prima ipotezs, in anul 1908 HELFENBERG men-
tiona cid albinele obtin propolisul de pe ramurile, listarii, frunzele si
mugurij de mesteacsn, ulm, arin, etc., devreme ce compozitia acestuia
variazi.

In 1926 JAUBERT a izolat din propolis, chrizina, compusul respon-
sabil pentru culoarea cerii de albine si acesta stia ci propolisul este
obtinut din Populus nigra, varietatea pyramidalis.

Originea vegetali a propolisului a fost afirmati de citre ROSCH
in 1927 si din nou de citre VANSELL gi BISSON in anul 1940. Acestia
din urma au examinat propolisul ca pe o substanti contaminanti a cerii
de albine si au ajuns la concluzia cd o serie de varietéti de propolis
din vestul Statelor Unite isi aveau originea in mugurii de plop (Populus
nigra) si din alun (Alnus viridis).

JUNGKUNZ a ficut cercetiri asupra fractiunii insolubile a pro-
polisului si a gisit In aceasta griuncioare de polen apartinind speciilor
vegetale de Lupinus, Robinia, si Onobrychis sativa, si a stabilit ci ceara
din propolis este aparent de origine vegetald. Cu toate acestea el a afir-
mat ci ceara din propolis este de origine inci necunoscuta.

In mod general, se accepti actualmente ci albinele colecteazi pro-
polisul din diferite surse vegetale din zonele temperate din nord. Prin-
cipalele specii lemnoase produciitoare de propolis sint : plopul (Populus
spp.) fag (Betula spp.), pinul (Pinus spp.) bradul (Abies spp.) prunul
(Prunus spp.) salcia (Saliz spp.), ulmul (Ulmus spp.), stejarul (Quercus
spp.), castanul de India (Aesculus hippocastanum L), frasinul (Fraxinus
excelsior 1.). Albinele viziteazid probabil si alte specii pentru a recolta
acest pretios material, dar acestea sint departe de a putea fi inventariate,

Se cunoagte foarte putin despre aceste surse de propolis sau chiar
si mai putin despre sursele de propolis de la tropice. Existd oarecare
dovezi ci in vestul Australiei, albinele pot ebfine propolis din specia
Xanthorrhea, plantd ce creste numai In aceastd regiune a globului.

Faptul ci propolisul este transformat de cdtre albine rimine incid
un punct de dezbatere ce va fi discutat ulterior. Este suficient si men-
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fiondm ci un numir de compusi chimici prezenii in acesti arbori din
care albinele colecteazd propolisul se gisesc neschimbati dupd ce aparent
albinele i-au folosit. Totusi, propolisul gasit in stup nu are acelagi aspect
aceeasi consistentd si nicl acelasi miros ca si rasinile vegetale recoltate
de albine si examinate dupd capturarea albinelor din zbor ; acestea nu
il recolteazi deci ca pe un produs finit si este posibil cid albinele ii
adaugi o serie de secretii salivare sau enzime, In acelasi mod in care
o fac pentru miere. Se pune deci incad in discutie problema unei even-
tuale modificiri sau transformiri de naturd chimici a acestui material.

Desigur nu se poate contesta prima origine — cea interni — dar
se stie din practica apicold ca stupii amplasati lingd sau in paduri, pro-
polizeaza mult mai mult decit cei situaii in zonele de cimpie.

In orice caz, chiar daci teoriile lui KUSTENMACHER, PHILIPP &
WECK ar putea fi verificate, aportul propolisului nu va constitui decit
un punct pentru a ajusta si a face mai importantd productia vegetald.
Pentru a determina in mod definitiv originea propolisului trebuiesc

inci intreprinse multe cercetiri pentru a da o interpretare precisi asupra
modului sdu de elaborare,

COLECTAREA PROPOLISULUI DE CATRE ALBINE

Asa cum am mentionat albinele gisesc surse de propolis pe frun-
zele, mugurii si scoarta coniferelor, plopilor, prunilor si a altor plante
ce secretd substante rdsinoase..

Multi dintre cercetdtorii care au urmdrit activitatea albinelor in
colectarea de propolis au observat in detaliu modul cum lucreazi. Unul
dintre acestia a fost cercetitoarea germani WALTRAUD MEYER (Bee
World, 1956).

CATTORINI (1963) — descrie cu claritate colectarea propolisului
de pe plopi; mugurii de plopi care s-au dezvoltat pe ramuri, timpuriu
in luna martie, atrag culegitoarele de propolis. Albinele sfirimi in
bucitele exudatul (secretia) risinos de pe muguri, folosindu-se de
picioarele de dinapoi si de componentele aparatului bucal. Bucéitelele
sint umectate cu limba si formate cu ajutorul mandibulelor. Cu aju-
torul picioarelor, albinele preiau bucételele de propolis din gurd, de-a
lungul perisorilor de pe tibia gi il depun in interiorul corbiculelor (cogu-
letele de polen) ; indentatia fira perisori de pe fala exterioara a tibiei
posterioare. In timp ce pune o particuld de propolis in interjorul corbi-
culei, albina cauti din nou propolis. Miseirile foarte rapide ale picioa-
relor implicate in acest procedeu au fost ilustrate de citre WALTRAUD
MEYER (1956).

O alti descriere a modului in care albina colecteaza propolisul este
urmitoarea : dupi ce s-a folosit de antene pentru a descoperi particula
cea mai potriviti, culegitoarea de propolis atacd substanfa réginoaséd cu
mandibulele, Apoi cu capul ridicat ea se trage inapoi pind ce particula
de propolis pe care a apucat-o se intinde, transformindu-se intr-o afa
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Iungs si se rupe. Dupd aceea, picicarele ei manevreazi mica particuld
de rasind si o depoziteazi intr-unul din cosuletele de polen (corbicule).
Este uimitoare dexteritatea cu care albinele manevreazd acest material
lipicios fard a se incleia. Este clar ci albina secreti o anumiti substanti
sau o serie de substanfe care o ajutd si faci fati acestei situatii.

»Atele® de propolis sint indepirtate de pe mandibule cu ajutorul
cirligelor celei de-a doua perechi de picicare si apoi manevrate
citre Inapoi si depozitate in corbicule. Cu suprafata interni (interioara)
a metatarsurilor celei de-a doua perechi de picioare, firul de rigini
este acum apdsat, impins in pozifia adecvatd si modelat la forma unui
ghemotoc de polen. Aceasti operatiune este repetati de mai multe ori
pPind ce o piciturd de propolis destul de mare, aderi la fiecare corbicula.
Dups fiecare smulgere si depozitare a firului de propolis, culegiitoarele
isi iau zborul pentru putin timp, intorcindu-se la locul original dupi
citeva secunde si continui incéircarea cu propolis.

Timpul necesar unei culegdtoare pentru a acumula o Incdrcaturd
de material (propolis) variazi mult in funcfie de conditia acestuia si de
facilitatea cu care isi realizeaza Incidrcdtura. MEYER a observat ci
albinele culegitoare de propolis i5i intrerup adeseori operatia de incéir-
care, intorcindu-se la cuib si revenind din nou la cules fird ca incar-
citura si se fi micsorat. Se presupune cd in acest caz, scopul acestor
curse este aprovizionarea cu hrand. Se apreciazid ca zborurile pe care
culegitoarele de propolis le fac spre cuib si Inapoi dureazd in medie
15—20 minute. Aceste curse de intrerupere au loc la intervale de 5
minute pind la 1 ora.

Cind coguletele de polen (corbiculele) sint umplute, albinele duc
in final incidrciitura de propolis in stup. Ele pot astepta pe peretele stu-
pului — inregistrarile au variat intre 1 ord si 2 zile — inainte ca Inecar-
citura de propolis si fie indepartati de citre albine, ce il utilizeaza
imediat. Aceste albine erau mai in virstdi decit cele ce construiesc
fagurele si cipicesc celulele cu miere ; la aceste albine glandele ceriere
sint in mare maisurd atrofiate.

La intoarcerea in stup, culegitoarea de propolis nu se dispenseazi
de incirciturd niciodati singurd. Albinele din stup trag piciturile de
propolis cu mandibulele lor in acelasi mod in care albina culegitoare
trage firele de rdgind de pe scoarfa arborilor. Se pare ci este o muncid
foarte grea si se depune un efort enorm atit de cétre culegitoarea de
propolis cit si de citre albinele care efectueazi descircarea. Albinele se
tin ferm cu piciorusele lor pe suprafata de sprijin in timp ce mandi-
bulele le sint cufundate in propolis. Ele trag cu atita efort incit adeseori
culegatoarea nu reuseste si se mentini si este indepartatd din pozitia sa.

Destul de frecvent culegitoarele de propolis nu intrd in stup ci
sint eliberate de sarcina lor in afara stupului, pe placa de zbor. In
timpul acestui proces de indepértare a propolisului se intimpld adeseori
€a bucitele mici sau chiar Incércaturi intregi s& cadad accidental si se
lipese de diferite portiuni pe stup. Totusi, albinele nu par a face efortul
de a-1 indepirta. Aceasta este explicatia prezentel multor picituri de
propolis colorat, transparent care se pare ci nu prezintd un scop parti-
cular.
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Dups obtinerea propolisului albinele din stup il transportd cu
mandibulele lor la locul unde este necesar §i il aplicd in acel loc prin
utilizarea mandibulelor.

Limba nu este utilizati nici la colectare si nici la aplicarea propo-
lisului. '

Temperatura pare si joace un rol important in procesul de colec-
tare a propolisului. Temperaturile ridicate inmoaie fintotdeauna sub-
stantele ceroase si riginoase, ficindu-le mai plastice si desigur mai usor
de adunat si manevrat.

Aceasta este explicatia partiald pentru cantitatea mare de propolis
depozitatid in sezonul cald. Culegitoarele de propolis nu sint vizute
dimineata devreme. Apar mai intii in jurul orelor 10.00 a.m., si odata
cu trecerea timpului numdirul lor creste foarte mult. Citre seard iIn
stup vin mai putine incircituri de propolis.

Uneori seara, albinele pot fi observate cu putin propolis aderent
de picioare. La aceste albine, unul sau ambele picioare poarti o proe-
minenti constind din propolis ce se intireste in timp ce este indepirtat.
Astfel de albine au fost insemnate pentru a afla soarta acestor basto-
nage de propolis. Albinele marcate in astfel de ocazii nu se aldturd for-
telor din cimp in dimineata urmitoare, ¢i ramin inactive pe scindura de
zbor, insorindu-se. Mai tirziu, in cursul zilei spre amiazi, ele apar libere
de apendicele lor lipicioase si zboara inapoi la activitatea lor.

Se pare ci lumina soarelui ajutid la re-inmuierea propolisului
Intarit pentru a face posibild indepirtarea acestuia.

RECOLTAREA PROPOLISULUI

-Propolisul omogen, destinat valorificirii, se recolteazi in sezonul
activ, adicd la sfirsitul perioadei de inmugurire a fiecirei specii de
plante sau a grupului de plante cu o anumiti specificitate vegetativi,
localizate in aceeasi microzoni pedoclimatici.

Originea botanici si geografici a propolisului influenteazi atit
compozitia chimics, it si efectele farmacologice.

Pentru obtinerea de propolis monogen este indicatd transporfarea
familiilor dé albine in zona cu specia de plante propolifere, adici pro-
ducitoare de propolis, Deoarece propolisul monofit se utilizeazd mai
mult in scopuri farmaceutice. :

S.A. Popravko, in lucrarea sa ,,Compozitia chimicd a propolisului®,
originea lui si problemele standardizirii“, aratd efi a reusit si obtind din
extractele alcoolice din muguri de mesteacin (Betula verrucose), aceleasi
componente in aceeasi concentratie ca din = propolisul de mesteacén.
fn ceea ce priveste alte componente incd neidentificate din propolisul
de tipul indicat si din secrefiile de mesteacin — apreciind dupa mobi-
litatea lor cromatografics, acestea sint de asemenea identice. In condi-
tiile unei compozitii chimice controlate si efectele tferapeutice ale pro-
polisului sint repetabile.
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Recoltarea propolisului se va efectua In conditii stricte de igieni
prin folosirea de utilaje specifice — colectoare de propolis cu grile, gratii
si texturi speciale. Propolisul obignuit (polifit), destinat nevoilor indus-
triei, se recolteazi in toati perioada sezonului activ, prin rdzuirea aces-
tuia de pe pirtile componente ale stupului si prin folosirea colectoarelor
de propolis.

Razuirea propolisului se executi cu dalta, cu ajutorul unui cutit
sau cu raclefi, avind griji si se ob{inid un propolis ¢it mai curat £ara
impuritati, Recoltarea se face de obicei cu ocazia controlului stupilor
sau la fiecare pericadi de 15—20 zile, cind temperatura med1u1u1 am-
biant este de cel putin 20°C.

Apicultorii au inventat o serie de solufii tehnice simple si eficace
pentru a forta albinele si propolizeze mai mult. Astfel pentru mérirea
productiei de propolis se recomandid lirgirea distantelor dintre rame,
intre scindurelele de podigor la stupii orizontali sau distantarea podi~-
sorului stupului vertical cu ajutorul unor bete de chibrit care creeazi
mici spatii, pe care albinele le blocheazi cu propolis. Dupé fiecare
recoltare a propolisului, albinele propolizeazi din nou aceste spatii.

COLECTORUL DE PROPQOLIS

Colectorul de propolis este utilizat in apiculturi pentru obtinerea
unei cantiti{i mai mari si cu un continut redus de impurititi a acestuia.
. Dupa indepértarea podisorului, colectorul se aseazd In stup pe
spetezele superioare ale ramelor, deasupra familiei de albine. In timpul
folosirii colectorului de propolis nu se mai pune podigorul. Colectorul
de propolis are o constructie modulard si poate fi utilizat la toate tipurile
de stupi fabricati in fara noastra, stimulind familia de albine, si pro-
ducd mai mult propolis. Detaliile tehnice de constructie ale colecto-
rului de propolis sint previzute in norma interns 63/1980.

Piartile componente ale colectorului de propolis  sint : gratarul
lamelar, tes#tura din material plastic si pinza superioard ; aceste piese
se livreazi intr-o pungi de polistiren. Gratarul lamelar este format din
5 lame longitudinale, unite infre ele prin 4 lamele transversale. Lamela
longitudinalj trebuie si fie perfect plani Lamela transversald se executd
si ea din tabli prin debitare, urmati de presare in matrifi. Grétarul
lamelelor se asambleazi intr—un dispozitiv special ; sudarea lamelelor
transversale se face prin punctare, doud cite doud, asezate fatd in fati.
Asamblarea trebuie si asigure rigidizarea sistemului.

Pe acest gritar, asezat in stup pe spetezele superioare ale ramelor,
se pune tesitura din material ’plastic iar peste aceasta o pinzd de
aceleasi dimensiuni (4003480 mm) realizindu-se in acest fel o izolare
incompletd pentru familia de albine.

Prin acest sistem se permite circulajia liberd a albinelor pe spe-
tezele superioare ale ramelor, peniru ca ele si poati astupa cu propolis
giurile din tesitura de material plastic incercind si izoleze mai bine
cuibul. Propolisul depus trece prin-ochiurile {eséturii de material plastic
si se lipeste de pinzi. Periodic, in interval de citeva zile, se desprind
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cele doui folii una de alta, pentru a se scoate propolisul din ochiurile
tesaturii de material plastic. In acest fel se ajunge la un strat din ce
In ce mai gros de propolis inmagazinat in pinzi, care la recoltare poate
atinge 200—300 g. Astfel se recolteazd un propolis pur, care se desprinde
de pe pinzi prin refrigerare in congelator si apoi prin firimitare. Pro-
polisul fiind tare si sticlos la rece, se desprinde usor, operatia recoman-
dindu-se a se face deasupra unei tivi de unde se aduni usor.

Unij apicultori au recurs la un colector de propolis modificat, prin
utilizarea unui podisor de linoleum cu suport textil. Partea lucioasi
este aplicati peste familia de albine direct pe spetezele ramelor, iar
propolisul depus se ridzuieste mai usor si se obfine un propolis. de o
puritate perfecti.

Apicultorii care folosesc colectoarele de propolis corect si care
acordd aentia cuvenitd razuirii lui periodic in tot timpul sezonului
activ, au reusit si realizeze cite 300 g propolis in medie de la fiecare
stup, ceea ce inseamnd aproape 4 unitd{i conventionale miere (1 kg
propolis = 13 unitdti conventionale miere), rentabilizind si in acest fel
stupina.

CONDITIONAREA, PASTRAREA SI RECEPTIA PROPOLISULUI

Conditionarea propolisului are o mare importanti pentru pistrarea
puritdtii §i mentinerea proprietitilor sale fizico-chimice, fiind stiut ci
un propolis conservat necorespunzitor si invechit piedre din calititile
sale terapeutice. In acest scop este necesar si se elimine corpurile striine
din propolis: agchii de lemn, p#rfi din corpul albinelor, hirtii sau alte
corpuri strdine, Propolisul se pasireazd sub forma de mici bulgari — fiind
contraindicat procedeul unor apicultori de a-1 uniformiza sau a imbuni-
tati aspectul comercial prin topire sau comprimare prin incélzire, deoa-
rece in felul acesta se pierde o buni parte din substantele volatile §i se
degradeaza valoarea lui biologici,

Propolisul recoltat se va péstra in mici bulgéiri sferici ce se for-
meazi inci de la recoltare, invelifi in hirtie de staniol sau in pungi de
material pastile, introdusi apoi in lddite bine céptusite cu hirtie cerata
i pistrati intr-un loc ricoros. Se mai recomandd a se pistra in borcane
de sticld colorati inchise cu dop de sticld, rodate si parafinate apoi.
Propolisul trebuie si fie ferit de umezeald si de expunerea directd la
razele soarelui sau a altor surse de cdldurd. Se recomandd pistrarea pro-
polisuluj la temperatura de maximum 20°C, in incdperi aerisite, lipsite
de umezeald si mirosuri striine.

Ambalarea, transportul si livrarea propolisului se face In pungi
de plastic, introduse in lidite de lemn, cu o capacitate de 5—20 kg.
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Recepiia propolisului se face organoleptic, conform prevederilor
caietulut de sarcini, in prezenta producitorului. In caz ci se constati
corpuri stridine, ca: aschii de lemn, pdmint, nisip, resturi vegetale,
rosidturi de faguri, parti din corpul albinelor, insecte sau alte impurititi,
produsul se va refuza firi a se mai face examen de laborator- In caz
de dubiu cu privire la calitatea produsului, se pot executa la un labora-
tor autorizat, una sau toate analizele fizico-chimice, dupé natura dubiu-
lui ce existd, Proba pentru analizi va fi recoltatd cu ajutorul unui
burghiu, din mijlocul blocului de propolis. Se recolteazi din mai multe
blocuri de propolis o probi medie de 100 g ce se imparte in doud parii
egale si se ambaleazd In flacoane care se parafineazi si sigileazi. Una
din aceste probe se trimite laboratorului oficial, iar a doua se pistreazi
pentru o eventuall contraexpertizi.



Capitolul I

ASPECTE ECONOMICE ALE RECOLTARII
PROPOLISULUI

TEHNOLOGIA EXPLOATARII FAMILIILOR DE ALBINE
PENTRU PRODUCTIA DE PRCPOLIS

V. ALEXANDRU
ROMANIA

Propolisul sau cleiul albinelor este o substantd cu o compozijie
deosebit de complexd, care are la bazi unele secrefii ale mugurilor
unor plante — plop, mesteacin, cireg, visin, prun, piersie, brad, anin,
etc. la care albinele adaugi cears, resturi de la ingerarea polenului etc,

Propolisul este folosit de albine pentru limitarea deschiderii urdi-
nisului, polizarea celulelor si a peretilor stupilor, astuparea si nivela-
rea cripdturilor, asperitdtilor din stup, etc. Din aceastd cauzd, multi
vreme propolisul a fost privit de apicultori ca un produs nedorit in
stup, care ingreuna manipularea ramelor si a pieselor stupului, in selec-
tia albinelor urmairindu-se si diminuarea gi chiar reducerea totald a
insusirii de propolizare a albinelor.

Ca urmare, In prezent albina autohtonid roméneasci (Apis melli-
fica carpatica) cunoscutd in general ca rasi cu insusiri slabe de propo-
lizare, produce cantititi foarte mici de propolis, in principal pentru
fixarea ramelor si a pieselor componente ale stupilor, firi a mai deli-
mita urdinisul cu propolis sau a acumula propolisul in anumite locuri
din stup ca in cazul raselor puternic propolizatoare cum sint: albina
neagri europeand (Apis mellifica mellifica) sau albina caucaziand (Apis
mellifica caucasica).

in stup propolisul se prezintd ca o materie amorfs, lipicioasi, de
culoare galben-verzuie sau brunid cu diferite nuante, cu aromi plicuti,
caracteristici, asem#nitoare mellisei. La temperaturi scizute propolisul
se Intdreste §i devine sfirimicios, iar la temperaturi peste 35°C se in-
moaie si devine deosebit de lipicos.

Se topeste la 65°C si se dizolvd bine in aleool eter si in cloroform. In
terebenting se dizolvi mai greu,

Pentru culesul propolisului in familie se formeazid o grupdé anume
de culegitoare.
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Productia de propolis are un profund aspect sezonier, cea mai mare
cantitate fiind recoltati in perioada de toammni cind albinele isi prega-
tesc cuibul de iernare. ‘

" In pericadele de cules, albinele aproape nu string propolis, in
schimb, in perioadele de lipsd a secretiilor naturale albinele folosesc atit
propolisul vechi din stup cit si rdsini de altd origine, smoala, etc., de pe
obiectele din jur.

Diversitatea mare de materii prime din care albinele - formeazi
propolisul ii dau o compozitie foarte heterogeni. Se considerd ci in com-
pozifia propolisului intrd 50—55%, rasini vegetale si 8—10%, uleiuri
eterice. De asemenea se mai adaugi o cantitate relativ mare de ceard pe
care albinele o amesteci in propolis,

Din substantele identificate in comporzitia propolisului amintim :
réginile, flavonele, glucozide, diferifi acizi organici, elemente minerale
ca : fosforul, potasiul, calciul, siliciul, manganul, ete.

Pe lingd rolul de material de etangare si blocare a crapaturﬂor
in stup propolisul aduce deosebite foloase familiei de albine prin pro-
prietitile sale antibiotice, prin prezenta sa anihilind actiunea diferitilor
agenti patogeni 1ntrowdu$1 sau dezvoltaji In stup. In acest scop albi-
nele propolizeazi peretii celulelor cu un strat fin de propolis, creind con-
ditii propice de dezvoltare a puietului, De asemenea, in cazul pitrunderii
in stup a unor daunitori: fluturi, soareci, etc., dupi ce sint omoriti
acegtia sint inveliti de albine cu un strat de propolis pentru a nu vicia
aerul din stup in urma descompunerii lor.

Datorita continutului de risini vegetale propolisul este folosit de
asemenea in industria lacurilor si a vopselelor precum si in prepararea
unor medicamente, ultimul aspect cdpatind in prezent o atmploare din
ce In ce mai largd. Din aceasti cauzi, productia de propohs are o impor-
tantd deosebits, fiind necesari elaborarea de noi metode si utilaje de pro-
ducere a pmpollsulux in cantititi sporite.

Recoltarea si conservarea propolisului

In  conditiile t&rii noastre, in care albina autohtond propolizeaza
destul de slab, se pot totusi recolta usor cca. 150—200 g/familie in func-
{ie de Zona de amplasare si de frecventa recoltarii propolisului din
stupi. _

Pentru sporirea productiei de propolls este necesard . in primul
rind noua orientare privind obiinerea si selec’gmnarea materialului bio-
logic cu tendinte de propolizare, precum si adaptarea unor dispozitive
care si permitd recoltarea propolnsulm in cantlta’gl mai mari si de
calitate;

Pe aceasti linie propolisul poate fi ob{inut prin :
" a) recoltarea de pe piesele stupilor : de la urdinis, de pe perefii
stupilor, .de pe distantatoarele ramelor, de pe scindurelele de podisor,
ete. Recoltarea se face prin rdzuirea atentd a pieselor respective, astfel
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incit si se obtind propolisul cit mai curat posibil, fird amestec de im-
puritdti cum ar fi: aschii de lemn, albine moarte, resturi de la turtele
de serbet, etc. De asemenea, se va evita inglobarea in propolis a cres-
citurilor de ceard ce se pot intilni in zonele de depunere a propolisului.

b) folosirea unor dispozitive special adaptate cum ar fi: plase
din fire de plastic sau metalice cu ochiurile de 1—2 mm, gratii din
sipci de lemn, plastic sau sirme metalice cu sectiune rotundi sau drep-
tunghiulars, plici de lemn cu suprafati aspra, plici de plastic cu ori-
ficii de 2—3 mm, etc.

La amplasarea In stupi a dispozitivelor de producere a propolisului
Se va avea in vedere ca acestea si prezinte pe cit posibil suprafete ne-
regulate (neslefuite), spatiile (orificii, crapaturi, distan{e) dintre piesele
componente ale dispozitivelor si ramele sau piesele stupilor s nu_de-
paseascd 3 mm.

Dispozitivele se dimensioneazi astfel incit si acopere o suprafatd
¢it mai mare in stup si se monteazi direct peste leaturile superioare
ale ramelor. Se pot folosi atit prin suprimarea podigoarelor cit si in
prezenta acestora, activitatea de propolizare fiind determinatd indeosebi
de caracteristicile de rasi cit si de zona de amplasare. In acest sens, in
zonele mai reci sau in zonele cu paduri, tendinta de propolizare este
mai mare decit in zonele de cimpie.

O metodi cu randament sporit este inlocuirea scindurilor de po-
disor sau a podisoarelor tip planseti cu o plasi de nylon cu ochiul de
1,5—2 mm peste care se intinde o pinzd de sac. Pentru protejarea cui-
bului de curentii de aer care trec prin acest nou tip de podisor albinele
cautd si umple spatiile dintre plasi si pinzi si si incarce ochiurile plasei
cu propolis. Prin detasarea periodici a plasei de pinzi se sporegte canti-
tatea de propolis depusd. Recoltarea propolisului de pe pinze se face
prin mentinerea acestora la rece (in frigider sau la o temperaturd sub
5—6°C) dupd care prin simpld frecare propolisul se detaseaza foarte
usor de pe pinze.

Producerea propolisului se poate face in tot decursul sezonului
activ gi in special in perioadele de prim#vari si de toamni, cind recol-
tarea propolisului din naturi de ciitre albine este mai intensa.

Recoltarea propolisului atit de pe piesele stupilor cit si de pe dis-
pozitivele folosite se face dupa caz cu ajutorul daltei apicole ¢it si cu
ajutorul frigului ; propolisul de pe piesele mobile (plase, folii, pinze,
etc.) putind fi usor recoltat dupi congelare prin simpld {recare sau indoire
a dispozitivului respectiv.

Pistrarea propolisului se face prin compactizarea in bulgiri de
anumite dimensiuni (10—-20 cm diametru), in locuri uscate, bine aeri-
site, la- temperatura camerei, in pungi de plastic, astfel incit si-gi men-
{ind timp cit mai indelungat aspectul proaspat si si se evite pierderea
substantelor volatile din compozitie.
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SA RECOMANDAM APICULTORILOR SA RECOLTEZE
PROPOLIS

Th. JACHIMOWICZ
AUSTRIA

Cind punem problema rentabilité{ii recoltdrii propolisulul, trebuie
mai Intli s& analizdm aspectul calitativ si cantitativ al recoltirii acestui
produs secundar al stupinei-

Problema calitdfii propolisului cuprinde originea si proprietitile
acestuia.

Propolisul, este un material de consiructie al albinelor pe care
acestea 1l folosesc pentru asigurarea climatului interior corespunzitor in
stup, pentru conservarea peretilor interiori, pentru consolidarea si cap-
tusirea celulelor fagurilor. $tim c& albinele izoleazd cu un strat de pro-
polis cadavrele animalelor care au patruns in stup (soareci, fluturi cap-
de-mort),

Din punct de vedere al originii, propolisul este un amestec de com-
ponente diferite in cantitifi diferite. Principala sa componentda o con-
stituie rasinile care acoperi frunzulitele mugurilor de plop, mesteacén,
stejar, castan sidlbatie i ai multor copaci, mai ales al rdsinoaselor, Aceste
substante sint recoltate de culegitoare in special la sfirgitul verii si
toamna gi transportate pe piciorugse la fel ca polenul. In stup, acest
material este preluat de albinele cliditoare care dupid ce il prelucreazi
cu ajutorul mandibulelor il depun acolo unde este necesar.

Este foarte posibil ca In procesul acestel preluerdri in propolis si
ajunga secretii mandibulare, eventual ale glandelor labiale, cum se
intimpl3 si la prelucrarea cerii — pentru ca si poatd fi amestecatd bine.
In afari de aceasta, propolisul cuprinde si balsam de polen — stratul
uleios protector al gréuncicarelor de polen care se elimini In guga albi-
nelor. Asa se face cd propolisul contine aproape intotdeauna si ceard in
diferite proportii.

Din aceastd caracterizare a propolisului reiese c¢i compozitia lui
variazd in functie de speciile de plante vizitate de albine, deci de vege-
tatia din jurul vetrei. Cantitatea de propolis recoltat depinde de caracte-
risticile locului de amplasare a albinelor si de conditiile climatice.

Afirmatia repetati adesea ci chituirea intensi si ingustarea urdi-
nisuluj de cétre albine prevestesc o iarnd lungid si grea s-a dovedit a
fi foarte des nejustificati. Cert este insi ci Ingustarea urdinisului prin
chituire s-a observat numai in zone cu climi asprd; in timp ce de
exemplu la Viena, albinele niciodati nu reduc nici chiar urdinigurile
foarte mari ale stupilor din plastic.

Din modul de folosire a propolisului de citre albine reies doud
calitdti ale acestui material : este un material de constructie care izo-
leazid apa, si un mijloc de conservare cu caracter antimicrobian. Mate-
rialul prezinti interes tocmai pentru aceasti ultimi proprietate. Incid
din Evul Mediu propolisul se folosea in tratamentul bolilor, iar calitatea
lui de conservant, dupd cum stim, o cunosteau si vechii mesteri lutieri.

In ultimul timp se redescoperi aceste proprietifi ale propolisului
i se cerceteazi in mod gtiinfific. Pornind de la lucrdrile de bazd ale lui
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BARBIER, GONNET, LAVIE si. VILLANUEVA din Franfa cu privire la
efectul antimicrobian al flavonoidelor, fractiuni ale propolisului, PO-
PRAVEKO si colaboratorii lui din Uniunea Sovieticd au extins aceste
cercetiri la bacterii si ciuperci. Prin dizolvarea propolisului in alcool s-au
identificat in el substante biologic active.

Preparatele pe bazid de propolis se experimenteazid cu succes in
numeroase clinici, de exemplu in Roménia si in Uniunea Sovietici,
pentru tratarea unor serii de boli bacteriene, micotice si virale. Este po-
sibil Insd ca aria de folosire a pneparatelor pe bazd de propolis in me-
dicina uman3 si veterinari si se mai largeasci.

Propolisul s-a dovedit a fi un bun mijloc de conservare ant1bac-
teriand peniru lemn, fari a mai menfiona folosirea lui la lustruirea
viorilor. Am folosit incé de acum citiva ani extractul In acetoni, pentru
impregnarea peretilor exteriori ai stupilor noi. Substanja patrunde adinc
in lemn. Stupii asezatl sub cerul liber rezistd mai bine la intemperii
decit cu alte mijloace de protejare.

Folosirea propolisului in scopuri medicinale si tehnice depinde de
urmatoarele conditii :

In primul rind, de livrarea regulati a materiei prime — care de-
pinde de metodele de obfinere si de conditiile climatice.

Produsul, cu un continut minim de ceard, se poate ob{ine prin
crearea intentionatd in stup a unor spatii suplimentare de aproximativ
1—2 mm. Alte tipuri de chituire dau un propolis cu un continut mai
ridicat de cear#i, pe care putem si o separim de propolis prin topirea
cu grija la o temperaturd de aproximativ 80°C.

Obtinerea dirijatd a propolisului se limiteazi la acele teritorii care
avind o climi asprd le obligi pe albine si intengifice acumularea de
propolis.

A doua conditfie pentru folosirea propolisului mai ales in scopuri
terapeutice este standardizarea sa sub raportul activititii biclogice con-
tra diferitelor sau a tuturor tulpinilor de microorganisme patogene.
Numai dupi aceea propolisul, produs de origine diversi si deci cu com-
pozitie variati, va putea fi prelucrat in preparate cu eficientid uni-
forma, constanti.

Odati indeplinite aceste conditii, nu este exclus ca prin recoltarea
propolisului cresterea albinelor si devind o nou# sursé de venituri
pentru apicultori.

METODELE DE OBTINERE A PROPOLISULUI

P. KRUPICKA
CEHOSLOVACTA,

Conditia principald pentru a utiliza propolisul in anumite domenii
este obtinerea unei cantitéfi suficlente de propolis de origine cunoscuti.
Practica apicoli contemporani cunoaste propolisul In primul rind
ca pe o substanti care ingreuneazid manipularea ramelor, murdiregte
miinile, imbricimintea, uneltele si provoaci uneori alergii. Propolisul se
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inlituri de pe rame si partile componente ale stupului numai cind se
intentioneazi a fi folosit in pregiitirea lacurilor. Cind se amestecid din
nebiigare de seami in ceard, ii stricid calitatea si fagurii artificiali se
stricd si se rup. '

Prin aplicarea unei tehnici corespunzitoare, intr-un stup mic se
aduni de obicei chiar o mare cantitate de propolis- Colectarea lui este
de cele mai multe ori intimplitoare, nesistematicd, primitivd si dificild.
Materia primi obfinutéd este impura.

Institutul de cercetdri apicole din Dol studiazi posibilitatile siste-
matice de folosire a tuturor produselor apicole ; datd fiind nevoia spo-
ritd de propolis, Institutul a reinnoit — in colaborare cu Centrul pentru
inventii si propuneri de Imbunititiri — propunerea de a elabora ,Me-
tode de obtinere o propolisului®.

Pentru a face fati programului larg de cercetare a compozitiei,
efectului gi Intrebuintirii propolisului, specialigtii au sarcina de a apro-
funda si preciza cunogtintele din domeniul apiculturii care creeazi po-
sibilitatea obtinerii propolisului de calitate corespunzatoare si in canti-
tate mare. Consideriam potriviti orientarea muncii specialistilor in api-
cultura astfel :

(1) stringerea si aprofundarea cunostintelor despre originea com-
ponentelor propolisului, despre modul de recoltare si depozitare in stup
de citre albine ;

(2) stringerea si aprofundarea cunogtintelor despre participarea
glandelor albinelor la culegerea, depunerea, prelucrarea si folosirea pro-
polisului ;

(3) valorificarea cunostinjelor despre instinctul de propolizare al
albinelor in sensul crefrii conditiilor care si stimuleze albinele de a
acumula o mare cantitate de propolis in anumite locuri din stup, even-
tual in instalatii speciale, care ar inlesni recoltarea igienici si cu usu-
rint{d a propolisului ;

(4) punerea la punct a unei tehnologii de obtinere a unei productii
maj mari de propolis, folosindu-se insugirile de rasi ale albinelor meli-
fere si prin selectie specializatd ;

(5) propagandi si asigurarea colectérii si achizifionirii organizate
a propolisului de la apicultorii cu experientd, la un pret stimulator ;

(6) pe baza progreselor cercetirii temeinice a propolisului si tinind
seama de ceriniele deosebite legate de omologarea efectelor lui, si se
elaboreze metode speciale de recoltare a propolisului cu anumite
proprietati, in regiunile si perioadele potrivite ;

(7) elaborarea unei metode de obiinere, eventual de separare a
propolisului de ceara care il impurifica ;

(8) elaborarea unor metode corespunzidtoare de prelucrare a pro-
polisului brut in functie de destinatia lui.

Problema principald rimine ciutarea si perfectionarea metodelor
de exploatare a propolisului. In prezent obfinem propolis prin raclarea
lui de pe rame, din goluri, de pe podisoare, spetezele ramelor, mai rar
din depunerile in apropierea urdinisului. Incercirile de folosire dirijati
a instinctului de propolizare au constat pind acum in indepartarea
scindurilor de podisor si introducerea unor gratii din sirmi sau material
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plastie, sau in siparea unor adincituri in lemnul ramelor si al celor-
lalte parti ale stupului. In experientele noastre ne striduim si retinem
propolisul in ochiurile dintre firele de material plastic, de unde recol-
tarea s-ar face mai usor si mai igienic, prin scoaterea din rami. Tre-
buie mentionat ci in experientd au apidrut dificultiti datorate propoli-
zarii mai reduse decit inainte, ceea ce se explici prin trecerea stupinei
institutului pe albine carnioliene, susa Troisek.

Permiteti-mi si prezint citeva cunostinfe si pareri, pe care avind
in vedere cerinfele indicate le consider ca importante pentru evolutia
metodelor de producere a propolisului.

1. Descrierea genialad a lui LANGSTROTH, care in anul 1851 de-
termina spatiul pe care albinele nu il umplu cu propolis s$i nici cu
ceard, o distanti de 3/—3/16 degete, adicid 4,7625—9,5250 mm, este si
astizi sursi de inspiratie si de noi descoperiri. Spatii mai mici, printre
care albinele nu pot trece, sint de reguld astupate pretutindeni in stup,
printre altele, cu propolis. Este nevoie de o precizare: la ora actuald
considerdam ca distantd limitd 4,5—4,8 eventual 5 mm. Nu cunoastem
pind la ce adincime este depus propolisul in spatiile inguste.

Este foarte posibil ca spatiul gi adincimea de umplere cu propolis
s& depindi de latitudinea geografici.

2. Explicarea propolizirii prin tendinta albinelor de ap#rare con-
tra frigului, a rafalelor de vint si a curentului este, cel pufin in unele
cazuri, gregitd. Mai acceptabili pare presupunerea unei aparari impo-
triva daunéitorilor si intrugilor prin umplerea spatiilor in care albina
nu poate patrunde si prin crearea unor valuri de apdrare in dreptul
urdinisului. Instinctul de propolizare se manifestd insd Intr-o masurd
mai mici sau mai mare pe toate obiectele din stup, inclusiv fagurii si
diafragmele. Este foarte posibil ca pind in prezent si nu cunoastem
precis si complet adeviratul motiv.

3. Sursele naturale de propolis sint impartite in doud grupe dife-
rite esential : prima grupi o constituie substantele risinoase, provenite
in majoritate de pe mugurii de plante, pe care albinele le aduni cu
ajutorul mandibulelor si le transporta in cosuletele de pe piciorusele pos-
terioare, Ca surse se mentioneazi plopul (Populus), castanul silbatic
{Aesculus hippocastanum), mesteacinul (Betule), alunul (Alnus), molidul
(Picea), pinul (Pinus), frasinul (Fraxinus), ciresul (Prunus evium), pru-
nul (Prunus domestica), bradul (Abies), floarea-soarelui (Helianthus),
salcia (Saliz), ulmul (Ulmus), stejarul (Quercus).

Grupa a doua o formeazi balsamul din polen eliberat (in timpul
craparii si digerdrii griuncioarelor de polen de plante entomofile) din
invelisul acestuia si care, impins de valvulele proventriculului, se acumu-
leaza in gusd. Balsamul este intins de albine cu ajutorul limbii pe obiec-
tele din imediata apropiere a puietului. In timpul prelucririi acestor
risini cu ajutorul mandibulelor, mai infervine si secrefia glandelor man-
dibulare ale albinelor lueritoare. Colorarea puternicd in galben a unor
glande faringiene la albine lucritoare hrinite experimental cu albumind
confirmi posibilitatea participirii glandelor la colorarea suprafefei obi-
ectelor din stup.
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4, Bogitia si originea diferiti a numeroaselor surse ale compo-
nentelor propolisului multiplici considerabil variantele posibile ale com-
porzitiei si prin aceasta si variatiile de actiune a propolisului, astfel ca
niste tipuri standard se vor putea obfine numai printr-o recoltare foarte
minutios organizati. Mai trebuie rezolvati gi transportarea si ameste-
carea propolisului mai vechi cu cel proaspit. Toate acestea ne permit si
intelegem dificultitile legate de indeplinirea cerintelor impuse de stan-
dardizarea continutului substantelor eficace de tipul dorit.

5. Propolisul gi ceara se gésesc foarte rar in forma purd peniru ci
la propolizare albinele inlocuiesc propolisul cu ceard. De aici decurge o
impurificare a propolisului, in procente variabile cu ceard. Metode adec-
vate de separare permit obfinerea unei ceri de buni calitate gl a unui
propolis mai concentrat.

6. Parerile sint Impdértite asupra participirii balsamului de polen
alfturi de substantele résinoase in formarea propolisului existent in
stup. Se obiecteazi ci albinele propolizeazd mai ales in august, septem-
brie si octombrie, deci dupa incheierea perioadei celei mai mari produc-
tii de polen. De asemenea, se considerd indoielnicd posibilitatea de for-
mare a unui fond mai mare de propolis din cantitafile mai mici aduse in
ghemotoace. Sint experiente ce urmiresc propolizarea la coloniile de
albine asezate in custi de zbor. Prin experienfe aseminatoare McGRE-
GOR a constatat in anul 1952 incapacitatea albinelor de a aduna pro-
polis in cazul lipsei polenului in hrané ; eu consider balsamul de polen
parte componentd a propolisului.

7. Unica sursid pe care am consultat-o se referea la recolta medie
anuali de propolis a 5 colonii de albine si anume aproximativ 65 g/colo-
nie (fir3 a specifica rasa). Dispersarea propolisului in tot stupul limiteazi
bineinteles recoltarea lui.

Ca factori care limiteazi aducerea incirciturilor de propolis putem
mentiona :

a) numirul mic de culegdtoare constante de propolis (numai
citeva zeci intr-o colonie) ;

b) suprimarea recoltarilor de propolis in timpul culesurilor intense ;

¢} intreruperile dese ale prelucrarii propolisului prin intoarcerile
in stup ale culegétoarelor ;

d) imposibilitatea de a se elibera de ghemotoace fard ajutorul altor
albine sau fard sciderea temperatutii ;

e) limitarea recoltirii si depozitirii propolisului prin oscilatiile de
temperaturi ambianti.

8. Ca inlocuitori ai résinilor pot si serveascid unele materiale mai
pufin obignuite ca : smoald, asfalt, lichid folosit la impregnarea lem-
nului, ceard de altoit, vopsele uleicase, ceruri vegetale si ceruri artificiale.

9. In R.S. Cehoslovacid este rdspinditd albina carnici A. m. car-
nice, care propolizeazi pufin; mai mult propolizeazi albina noastri
autohtoni. O propolizare mai intensi s-a remarcat gi in conditiile noastre,
la albina caucazianid A. m. caucasica, mai ales prin depuneri neobisnuit
de intinse pe pértile laterale ale stupului de tip Morav universal. $i
albinele africane — albina de Madagascar A. m. unicolor gi albina
punicd A. m. intermissa — sint considerate ca propolizind deosebit de
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abundent. In conditiile din Cehoslovacia exploatarea instinctului de pro-
polizare se va face in insusi procesul de inmul{ire planificati a albi-
nelor de rasi purd sau prin incrucigare ; totodatd va trebui si ne orien-
tdm pe specializarea liniilor de albine pentru diverse surse de propolis.

Scopul prezentului articol a fost de a prezenta mai ales apiculto-
rilor conditiile actuale ale producerii propolisului si de a arfita calea
pentru obtinerea acestula in viitor in cantititile si calitdtile dorite.

Interesul pentru propolis va contribui la Intelegerea necesititii
de constituire a unei grupe de lucru permanente in care s fie repre-
zentate toate sectoarele care au tangentd cu studiul propolisului gi care
si concentreze noile cunostinte si s& coordoneze cerinfele diferitelor sec-
toare. Vom saluta cu buecurie orice propunere.

DESPRE PRODUCTIA PROPOLISULUI

A, P. MIZIS
U. R. S. 8.

Orientarea de bazi a apiculturii din R.S.S. Letond este poleni-
zarea culturilor agricole, In special a semincerilor de trifoi rosu si pro-
ductia de miere si ceard. In ultimii 10 ani, pe apicultorii din aceasti
republici 1i intereseazi din ce in ce mai mult liptisorul de mated, pro-
polisul, polenul si piastura. Intrucit aceste produse au o pondere micd
in productie, de producerea lor au inceput sd se ocupe in special apicul-
torii amatori si unii apicultori din stupinele proprietate obsteasca.
Productia si conditionarea acestor produse a fost coordonatd de filiala
Tessisk a Soclet&tii de horticulturd si apiculturd. Totodatd au inceput
cercetidrile cu privire la aplicarea acestor produse in medicind.

In prezent, in republici se produc cca, 30 kg liptisor de matcs,
1700 kg polen, 100 kg pastura si cca. 3—3,5 tone de propolis. Grupa de
productie a laboratorului experimental de pe lingd filiala Tessisk a So-
cietdtii de horticulturd si apiculturd produce 11 preparate din propolis,
Directia generald farmaceutici din cadrul Ministerului S&n#tatii al R.8.S.
Letone produce trei feluri de preparate, iar Fabrica chimicid din Clain
este pe cale si dea in productie PROPOSOLUL.

Avind in vedere interesul crescind fatd de propolis si cresterea
pretului de achizitie, productia acestuia sporegte an de an.

Comisia de preturi de pe lingd Consiliul de Ministri al R.S.5.
Letone a stabilit pretul unui kg propolis de calitate superioard la 30
ruble, iar pentru 1 kg de calitate inferioard la 10,9 ruble.

Intr-o zi de munci un apicultor poate si stringd 1—1,5 kg pro-
polis. Potrivit normativelor noastre de retribuire a muncii, pentru fie-
care kg de propolis un apicultor primeste intre 3 §i 5 ruble. Dat fiind
volumul mie de produciie nu a existat o preocupare pentru metode ren-
tabile perfectionate de producere a propolisului.

In conditiile R.S.S. Letone albinele din rasa cenusie de munte
caucaziana, si anume populatiile megreliene, sint bune producitoare de
propolis.
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In prezent propolisul se recolteazi la noi prin urméitoarele metode :

(1) Curdtarea de propolis a ramelor, stupilor si pinzelor de sub
capac, Cu ocazia examindrilor cuibului, apicultorul curdti regulat ra-
mele gi partial stupul ; curdtd vechiul stup la transvazarea coloniilor in
stupi noi dezinfectati ; curdji ramele cu ocazia extractiei mierii; de
doui ori pe sezon curidti pinzele de sub capac. Metoda este foarte grea ;
o folosesc in special apiculforii amatori.

(2) Ajustarea umeragelor la ramele de cuib. Aceasti metodi in-
tensifici intrucitva propolizarea ; propolisul depus se curdfi regulat cu
dalta, in timpul examinirii cuibului.

(3) Schimbarea pinzei — pinzd de cort sau fibre de polietilend. In
cursul unui an apicultorii schimbi de 2 ori pinzele de sub capac Apli-
cind aceastd metodd se obtine propolis de buni calitate.

(4) Folosirea unui grétar special. La propunerea apicultorului LEI-
KART gratarele se fac din sipei din lemn de esenti tare, cu dimensiunea
46 mm, cu distanfa Intre ele 3—4 mm. In fiecare colonie sint 2—3
gritare, care se schimba regulat : se curdti in timpul liber. In practicd,
aceste metode se combina.

Analizind productivitatea coloniilor de albine pe baza productiei
de propolis s-au constatat urmitoarele : orice colonie, indiferent de rasa
albinelor gi de metoda de recoltare, poate da 50—100 g propolis; cu
albine cenusii caucaziene de munte se poate miri randamentul de pro-
polis de 2—3 ori. Produc’gm de propolis mai poate fi sporitd cu ajuto-
rul unel ventilatii intense in cuibul de albine si prin perfec‘i;lonarea me-
todelor de colectare. De asemenea, sistemul de retribuire a muncii pen-
tru colectarea propolisului trebuie rev1zu1t

CALITATEA PROPOLISULUI

T. V. VAHONINA
E. 5. DUSKOVA
U. R. 8. 8.

Odati cu amplificarea domeniilor si cu inmuliirea metodelor de
folosire a propolisului a apirut si necesitatea controlului calitatii aces-
tuia, La centrele de colectare trebuie g3 ajungd numai propolis de cali-
tate superioari. Pini in prezent nu existi metode eficiente pentru efee-
tuarea controlului corespunzitor. Avind in vedere cd compozitia chimica
a propolisului este prea pulin studiati, este greu de ficut o caracte-
rizare a acestuia. In afari de aceasta, printre celelalte produse apicole,
propolisul ocupd un loc deosebit — ca un sistem complicat cu multe
componente, din care unele se modificd nu numai in functie de rispin-
direa geografici, ci si de sezon.

Lucririle de laborator efectuate la Institutul de cercetdri pentru
apieultura au stabilit ci desi propolisul are e  cempozitie
complexs, deseori variabild, toate mostrele studiate coni;m permanent
un anumit grup de substani;e care conditfioneazi Insusiri fizico-chimice
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si biologice, inclusiv antimicrobiene, ceea ce deschide perspectiva ana-
lizdrii si caracterizarii acestui produs.

Printre componentele permanente, prezente in toate mostrele, se
remarcd compusi acizi $i nesaturati. Indicele de iod este in medie 44,5
-+0,89, variind de la o mostri la alta In limitele 28,7—865,7. Pina
in prezent nu s-a stabilit natura compusilor nesaturati. Dar s-a con-
statat capacitatea propolisului, ca §i a laptisorului de matcé, de a se
oxida cu permanganat de potasiu (T.V. VAHONINA). Se poate presu-
pune ci oxidarea propolisului este legati de prezenta in compozitia
acestula a unor acizi nesaturati din seria grasi cu zece atomi de carbon,
caracteristici organismului albinelor si secretiilor glandulare, care pé-
trund atit in laptisorul de mated cit si in propolis.

Prin urmare, reactia cu permanganatul de potasiu permite nu
numai caracterizarea calitativi a propolisului ci si a originalititii pro-
dusului studiat.

S-a pus la punct o metodd de determinare a vitezei de oxidare
a propolisului si a extractelor acestuia. Viteza de oxidare se exprimi
prin timpul (secunde) in cursul cidruia se decoloreazd o solutie de per-
manganat de potasiu 0,1 N intr-un mediu care contine produsul
cercetat,

Propolisul si extractele uscate de propolis — apos, alcoolic, eteric
—decoloreazéd solutia apoasi 0,1 N de permanganat de potasiu. Reac-
tia este instantanee cind solutia contine substantd uscatd — 1 mg si
mai mult extract alcoolic sau 0,1 mg si mai mult extract apos. Insu-
sire~ propolisului de a se oxida conditioneazd insusirile sale antioxi-
dante.

Determinarea vitezei de oxidare : 200 mg propolis pisat mirunt
cintirite precis se pun intr-un balon cu capacitate de 250 ml, se adaugi
deasupra 5 ml alcool etilic rectificat. Dupd o ord se adaugi in balon
100 ml apa distilatd fiartd si récitd, amestecindu-se cu griji. Solufia
se filtreaza printr-un filtru de hirtie. Intr-un balon de 150 ml se in-
trodue 10 ml filtrat peste care se adaugd 90 ml apd. Se iau cu pipeta
2 ml din solujia diluatd, se pun intr-un pahar de 50 ml, se adaugi
1 ml acid sulfuric 20%, si se amesteci timp de un minut. In solufia
acidulati se introduce o piciturd (0,035—0,040 ml) solutie 0,1 N de per-
manganat de potasiu si cu cronometrul se urméreste disparitia culorii roz
a solutiei. Analiza se face la temperatura solutiei de 18—20°.

Metoda de determinare a vitezei de oxidare a extractelor de pro-
polis cu suspensie de 100 mg extract uscat este sirilard cu cea descrisa.

Pentru studierea vitezei de oxidare se folosesc de asemenea, extrac-
tele uscate de propolis — apos, aleoolic si eteric (T.V. VAHONINA, 1972).

Pentru toate produsele studiate, care contin propolis substantd us-
cati pind la 0,11 mg intr-un ml solujie este caracteristicd disparitia
culorii roz in decurs de ceva mai mult de un minut (tabelul 1) .Viteza
reactiel depinde de confinutul de substanf{d uscati din produsul cerce-
tat in solutie. Solufia s-a decolorat in decurs de 11,14-0,056 sec — cind
solutia continea 0,18 mg propolis substan{i uscatd. Disparifia culorii roz
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era intirziatd atunci cind in sclutie era mai putin de 0,18 mg propolis
substantd uscatd. Uneori, cind soluiia conjinea o cantitate dubli de
substan{d uscatd, solutia se decolora instantaneu.

Tabelul 1
Oxidarea propelisului §i a extractelor

Continutul Timpul (sec.) de
de substanta decolorare a 8,1 mg

Materialul Suspensia Diluarea uscati solutie de perman-
cercetat cu apa (mg/ml ganat de potasiu
solutie) (indice de oxidare)
Propolis 100 1:10 0,75 1,7 (imediat)
Propolis 100 1:20 0,40 1,7 (imediat)
Propolis 100 1:30 8,24 8,5
Propolis 200 1:100 0,18 11,140,056
Propolis 100 1:60 8,11 70,0
Propelis 100 1:1¢0 0,88 Nu se decoloreazi
Extract aleoolic 100 1:40 0,20 11,04-0,68
Extract alcoolic 100 1:10 0,69 219
Extract alcoolic dupa
inldturarea extractului apos 100 1:10 0,09 6,161-0,08
Extract in eter 100 1:10 0,11 Imediat
Extract in acetona 160 1:10 0,10 Imediat
Extract apos 100 1:10 0,09 Imediat
Martor (mediu fara propolis) — — — Nu se decoloreazi

Cele mai active au fost extractele In eter, in acetond, in alcool si
in special extractul apos de propolis. Astfel, solutia de permanganat
in mediul de extract apos de propolis, care confinea 0,09 mg substantd
uscatd intr-un ml s-a decolorat imediat sau in decurs de 5,0—18,0 sec;
cu 0,18—0,29 mg substantd uscatd de propolis si extract aleoolic — 'in
decurs de 11,0—11,1 sec.

Gradul de activitate al extractelor a depins de temperatura la care
s-a fdcut extractia (tabelul 2). Viteza de oxidare este mai mare pentru

Tabelul 2
Viteza de exidare a exiractelor apease

Localitatea unde s-a adunat propolisul rgiméi,ftl;?a;: ;;‘;‘flf‘cl ;3108:‘1;3
din care se objine extractul (&) " roz (sec.)
Taroslavl, biroul regional apicol 22 19,54-8,5
40 13,540,5
70 10,5406
90 JImediat
Reg. Voronej, raionul Petropaviovsk, 22 17,5460,6
colhozul ,, Trud* 40 10,54-0,6
70 45160,6
) 90 12,54-0,6
Reg. Novosibirsk, raionul Cerepanovski, 22 15,5-10,6
com. Murighino 40 6,5-40,6
70 9,540,6

99 12,5-1_’-@;6

NOTA - suspensie de exttact uscat — 108 mg, dilufia — 1 :19,
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extractele apoase obtinute la cald, si anume la 40° 70°si 90°. Pentru
extractele alcoolice dupd separarea fractiei apoase s-a observat o depen-
dentd inversid — viteza dé oxidare este mai micd pentru extractele alco-
olice obtinute la 70°C, in comparatie cu extractele obtinute la 22°C.

Deci partea de propolis solubil in apid se caracterizeazd prin cali-
tati superioare in comparatie cu fractiunile alcoolicd, acetonici si eterica
si de propolis initial, lucru confirmat si de prezenta insusirilor anti-
microbiene. Prin urmare viteza de oxidare da posibilitatea de a se cu-
noagte mai profund calitatea propolisului decit indicele de iod si poate
servi drept indicator al puritatii acestui produs.

Nici ceara si nici partea de propolis insolubili in amestecul de
alcool-eter nu au insusirile antioxidante proprii propolisului. Spre deose-
bire de propolis, ele practic nu au insusiri antibacteriene. Intrucit in
partea insolubild a propolisului, inclusiv ceara de propolis, cantitatea de
substante active este nelnsemnati, numai la suspensii foarte mari se poate
observa in cazul el o reactie de decolorare a solutiei de permanganat
de potasiu (tabelul 3).

Tabelul 3
Corpurile striine din propolis si reactia oxidirii
(La suspensia de 200 mg)
Continutul
de substanti Timpul de
Denumirea partii de propolis Dilutia uscata disparitie a
. (mg/ml) culorii roz a
(teoretic) solutiei (sec.)
Ceara de albine 1:50 0,18 Nu se decoloreazi
Ceara de albine 1:5 2,0 9,240,26
Partea insolubilj 1:50 0,18 Nu se decoloreaza
Partea insolubild 1:5 2,0 6,1+0,13

Solutia de permanganat se decoloreazi Intr-adevir in prezenta
suspensiei de ceard de propolis sau substante insolubile cu impuritati
mecanice daci in loc de 0,18 mg la 1 ml se iau 2 g la 1 ml solutie ;
0,18 mg/1 ml constituie ‘0o normi pentru propolis cu compozitie stan-
dard.’

Deci practic ceara ‘de albine si péartile insolubile ale propolisului
nu decoloreazd solujia de permanganat de potasiu In conditiile date si
deci nu-au Insugiri antioxidante, ci dimpotrivd reduc aceste insugiri.

"La propolisul cu un confinut mai mare de impuriti{i mecanice
(de exemplu cel strins de pe pinzele de sub capac), viteza de oxidare
este micd. — solutia se decoloreazi in 17,5 sec, In timp ce propolisul
relativ curat, strins de pe rame, de pe peretil stupului este mai activ
solufia de permanganat:de potasiu se decoloreazi in 6,5 sec. iar de la
urdinis in 4,5 sec.
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Prin urmare in propolisul impur continutul de substante active
scade, ceea ce se constati prin reactia de decolorare a permanganatului
adiugat in solutia cu substanti cercetati. Aceste date se referi la pro-
polisul adunat la stupina Institutului de cercetiiri apicole din regiunea
Riazan in anul 1968 de la albine din rasa din Rusia centrali si analizat
in acelagi an. Analiza s-a ficut cu 0,18 mg substant{d uscati intr-un
ml, suspensie de propolis 200 mg, 1:50. La aceste date se referi cifrele
tabelelor 4—86.

Viteza de oxidare depinde de cantitatea de cear# din propolis (ta-
belul 4). Odati cu cresterea cantititii de ceari in propolis, creste si
viteza de oxidare.

Tabelul 4
Viteza de oxidare si continuful de ceari in propolis
Indicele Continutul de
Locealitatea unde s-a recoltat propolisul de oxidare ceara in wvropolis
(sec.) %e)
Reg. Novosibirsk, raionul Cerepanovski,
Statul Popular Karasevski, mai-iunie, 1968 31,6 20,5140,5
Reg. Moscova, raionul Luhovitki,
august-septembrie, 1968 28,1 18,54-0,5
Reg. Vladimir, raionul Iurev-Polski, sovhozul
»Riabininski“, august-septembrie, 1968 7.7 14,540,5
Reg. Riazan, raionul Ribnoie,
august-septembrie, 1968 5, 20 12,54-0,5

Intrucit ceara si corpurile striine mecanice reduc calitatea propoli-
sului, iar viteza de oxidare se schimbd in functie de continutul de ceara
si impuritdti mecanice, dupi viteza de oxidare se poate deduce calitatea
produsului. B ‘

S-au verilicat insusirile antioxidante ale unui numir de 50 probe
individuale, obtinute din 24 regiuni ale RSFSR. Cel mai activ este pro-
polisul proaspét recoltat cu termen de p#strare pind la 1 an : viteza
de decolorare a solutiei de permanganat de potasiu in acest caz este de
9,384-0,72 sec. fatd de media generald de 11,110,056 sec.

Tabelul 5
Indicele de oxidare a propolisului din diferite zone
Zona Indicele(sgg-)oxidare
II Silvica si de pasune (trifoi-zmeura) 125 +15 ( 5,0—20,0)
IIT Silvica gi de cimp (hriscd si tei-hrigcé) 14,88+1,78 { 6,0—~25,0
IV—V De stepd silvostepd (floarea-soarelui, 14,9 +29 (14,0—21,0)
coriandru)
IX Silvosteps (Siberia de Vest) 16,6 10,8 ( 4,0—24,0)
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Capacitatea de oxidare este caracteristici tutiror probelor indi-
viduale de propolis obtinute din diferite regiuni ale RSFSR. Cu toate ci
pentru acest indice nu existi o valoare unicd, existd anumite limite in
medie de 14,9+1,02 sec. Limitele de variafii pe zone sint in medie —
12,54+1,5 — 16,6--0,8 ; semnificatie — 95,59 ; limitele de variatie pe
probe — 4,0—25,0.

Nu s-a evidentiat o diferentd pronuntatd intre viteza de oxidare
a propolisuluj recoltat din diferite zone climatice, cu exceptia propoli-
sului din zona a IX-a — din Vestul Siberiei. Propolii il din aceastd
zoni se caracterizeazi prin Insugiri antioxidante relativ reduse, care
totusi nu depdsesc limitele normei. Extractul siu apos are un indice
de iod scizut in comparatie cu propolisul din partea europeand a RSFSR
adicd cu cleiul de albine din zonele II—V.

S-a studiat propolisul adunat de albinele din doud rase, aflate in
aceleasi conditii (regiunea Riazan or. Ribnoie, stupina Institutului de
cercetiri apicole 1968). Ca vitezd de oxidare, probele de propolis se deo-
sebese neinsemnat : pentru rasa din Rusia centraldi — 7,5 sec.,, pentru
rasa cenusie caucaziani de munte — 4,5 — 5,9 sec.

Tabelul §

Oxidarea propolisului de la doui rase de albine

Timpul In cursul ciruia dispare

culoarea T .
Locul si perioada u oz (sec)

de recoitare Albine din Rusia Cenusie caucaziani

Centrala de munte

De pe rame, mai-iunie 4,54-0,55

De pe rame, julie-august 5,5+0,50

De pe rame, mai-iunie 7,5+0,55

De pe rame, iulie-august 7.5+0,55

De pe pinzi, iulie-august 55405

De pe pinzi, iulie-august 18,510,55

De pe pinza, septembrie 11,5-40,50

Durata de pistrare a propolisului iIn anumite conditii nu a influ-
entat substantial insusirile acestuia. Astfel, la temperatura camerel, in
decurs de trei ani viteza de oxidare a propolisului practic nu s-a schim-
bat, adjci s-a mentinut la nivel, sau a crescut cu 1—2 sec.

Viteza de oxidare a propolisului depinde de conditiile de péstrare :
la temperatura camerei aceasta este mai mare decit in timpul péstrarii
in frigider, adici la 0—4° Diferentele observate se exprimi in 2—6 sec,
jar pentru celelalte probe — 10—11 sec. Rezultate similare s-au obtinut
la studierea propolisului luat din diferite zone climatice din RSFSR.

Astfel s-a elaborat o metodi de determinare a vitezei de oxidare
a propolisului si a fractiilor sale apoass, alcoolicd, eterici si acetonici,
ca indice al calitdtii propolisului.
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Viteza reactiei de oxidare a propolisului depinde de continutul de
substanti uscatd a produsului cercetat in solutie. Cele mai active sint
extractele eteric, alcoolic, acetonic si in special extractul apos.

Insusirile antioxidante, proprii propolisului, nu le au nici ceara de
albine gi nici partea de propolis cu impuritdfi mecanice insolubild in
amestecul de alcool-eter si in acetond.

Viteza de oxidare variazd in funciie de cantitatea de ceard si sub-
stanf{e insolubile din propolis si intr-o anumitid masurd este legati de
originea geografici a produsului.

UNELE DATE CHIMICE S$I FIZICO-CHIMICE
ALE PROPOLISULUI RECOLTAT IN ROMANIA

Vera BOERIU, Adelina DEREVICI
ROMANIA

Insugirile antioxidante nu se modifici substantial prin pistrarea
propolisului timp de 3 ani.

Viteza de oxidare permite si se constate si si se controleze cali-
tatea propolisului ca materie prim# si si se stabileascd autenticitatea
acestuia.

Propolisul, produs natural elaborat de albine, prezinti o compozitie
chimici complexd, care pind in prezent nu a fost complet elucidati.

Dat fiind ci acest produs provine din plante foarte diferite, com-
pozitia sa chimicid prezinti variatii mari. Acest fapt a determinat pe
unii cercetitori si efectueze analiza chimici a propolisului recoltat in
diferite regiuni.

Datorita importantei pe care o prezinti acest produs prin activi-
tatile sale biclogice, in special activitatea antimicrobiani si utilizarea lui
in unele scopuri terapeutice in medicina umand si veterinari, studiul
compozitiei chimice gi identitatea compusilor responsabili de activitatea
biologicd prezintd un interes deosebit.

La ora actuald existi numeroase lucrdri interesante referitoare la
cercetarea compozitiel chimice a propolisului (vezi bibliografie).

In lucrarea de fati, utilizind metoda cromatografiei, electroforezei,
absorbtiei In UV si unele reactii chimice, ne-am propus si cercetim
compozitia chimici a unui propolis recoltat de noi, in ceea ce priveste
continutul in compusi de naturd proteics, derivatii de acizi nucleici si
confinutul in compusi solubili in solventi organici.

Material si metodd

In prima serie de cercetiri am ciutat si analizim fractia ce se
exirage prin tratare cu api la cald, prezenta flavonoizilor, absorbtia in
UV a extractului apos i analiza reziduului care rimine dupi tratarea
propolisului cu ap4.
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In acest scop, 15 g propolis (schema 1) se trateazi cu 80 ml api
bidistilati intr-o capsuli de portelan si se incalzeste treptat, lasindu-se
s fiarbi 3 minute. Urmeazi ricirea continutului in frigider. Extragerea
la cald si récirea se efectueazi de 3 ori. Dupd ricire, apa se filtreazi.
Pe filtru se obtine componenta A, insolubilid in api rece, care se pune
in exicator si se cintdreste ulterior pentru a calcula continutul %.

Probe din fractia A au fost dizolvate in amestecul cloroform-me-
tano]l 80 :20 si supuse analizei prin cromatografie circulard pe hirtie si
cromatografie in strat subtire.

Filtratul obtinut dupi filtrarea apei ricite se pastrezi si repre-
zintd fractia B. Aceasti fractie contine compusi extrasi cu api la cald
si care ramin solubili in apd dupd ricirea ei.

In aceasti fractie (B) s-au efectuat urmitoarele analize : reactiile
pentru prezenta flavonoizilor, utilizind NaOH 2N sau H,SO; conc. si
absorbtie in UV, probele fiind citite Intre 370 nm si 230 nm.

Reziduul rimas dupd tratarea propolisului cu apd la cald se pune
la exicator, se mirunteste de fiecare datid pe méasura ce se usuci si se
cintireste pinid la obtinerea greutitii aproximativ constante, in vederea
caleulirii continutului %.

Aceastd fractie, notatd D, reprezinti reziduul insolubil care rdmine
in urma tratérii propolisului cu api la cald de trei ori.

Schema 1
Diagrama tehnicii utilizate pentru separarea diferitelor fractii
din propolis
15 g propolis
se extrag de 3 ori cu apa 100° Racire
filtrare [
|
! ! '
filtratul pe filtru —>solubilizare reziduu
contine componenta in etanol dupi
componenta insolubila 7_0°—80° extraguere
solubild in in apia (A) filtrare cu apa
apd (B) la cald 100° (D) —— Tratare
i cu acetona
Técire de 5 ori
componenta fractia
insolubild acetonica
in etanol 82
rece (C)

5 grame de reziduu D se extrag in 5 reprize cu cite 150 ml aceton4,
la temperatura camerei si la intunerie. Extractele acetonice se reunesc
si ele reprezinti fractia acetonici E, care a fost supusd analizei ‘prin
cromatografie circulari pe hirtie si cromatografie in strat subfire.

Fractia A insolubila in api, se dizolva in 80 ml etanol si se incdl-
zeste pind la 70—80° Se filtreazj la 70° iar filtratul obfinut se riceste
la frigider. Componenta insolubild in etanol rece se separd prin filtrare
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la rece si apoi se pune la exicator unde se {ine pind la obtinerea greu-
tatii constante, calculindu-se continutul ei la %,. Aceastd fractie, notats
€, contine compusi solubili in etanol la 70—80° si insolubili in etanol
rece.

Probe din fractia C au fost analizate prin cromatografie circulara
pe hirtie si cromatografie in strat subtire.

In ceea ce priveste metodele utilizate, cromatografia circulari pe
hirtie a fost efectuati dupi indicatiile Iui HORACEK si CERNIKOVA (5)
utilizindu-se pentru cele 3 migriri : amestecul cloroform-metanol 80 : 20
(I migrare), acetona {(a II-a migrare) si metanol (a III-a migrare).

Rondelele din hirtie Whatman nr. 1, pe care sint inscrise 3 cercuri
pentru cele 3 migrari, au fost spilate de 2 ori cu amestecul cloroform-
metanol 80 : 20. Developarea a fost facutd cu acid osmic.

Cromatografia in strat subtire a fost facuti pe plici 20 cm < 20
cm, acoperite cu silicagel H si activate 1 orid la 110°. Sistemul pentru
migrare folosit a fost amestecul ciclohexan-acetat de etil-cloroform 40 :
50 :1. Developarea a fost fieuti cu acid molibdenic 10%, in metanol si
incédlzire 5—10 minute la 120°.

In seria a doua de experiente, ne-a interesat si cercetim prezenia

in propolis a compusilor de naturd proteica si derivati de acizi nucleici,
respectiv ribo si dezoxiribonucleic-

Schema 2
Obtinerea din propolis a dou# fractii : fractia clorofermicia
si fractia metanolica
2 g propolis tratat cu
acetond (20 zile), etanol (16 ore), metanol (72 ore)
reziduul uscat
100 mg se extrag cu apa la pH 8 530 mg se extrag cu acid tricloracetic
(I1F 50/ 1a 90°
I1F)

2 g de propolis se trateazd de 5 ori cu cite 5 ml acetond timp de
20 de zile, la temperatura camerei si la Intuneric. Extractele acetonice
se indeparteazd., Urmeazi tratarea reziduului de propolis cu etanol 16 ore
si apoi cu metanol 72 ore. Propolisul astfel tratat se trece pe hirtie de
filtru, se spali de citeva ori cu metanol si apoi se {ine la exicator pinid
ce Se usucd. Aceastd fractie de propolis din care s-au indepirtat com-
pusii solubili in solventii organici mentionati mai sus, se analizeazi
pentru prezenta compusgilor de naturd proteicd si derivatii de acizi
nucleici.
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In acest scop 100 mg din fractia F au fost extrase cu 3 ml api bi-
distilaty la pH 8 timp de 1 ord. In filtratul obtinut (I F) s-au efectuat
reactia cu orcinol a lui Mejbaum, reacfia cu difenilamind a lui Dische
absorbtia in UV intre 370 nm — 230 nm si electroforeza in gel de poli-
acrilamida.

Pentru reactia Mejbaum probele au fost efectuate cu 0,6 ml filtrat
si 0,2 ml reactiv Mejbaum iar pentru reactia Dische 0,6 ml filirat si 0,6
ml reactiv Dische.

Electroforeza in gel de poliacrilamidi a fost efectuati cu 0,2 ml
filtrat pe tub, tampon Tris-acid boric pH 8,2, timpul de migrare 3 ore
1/2 iar developarea cu Amidoschwartz.

Separat s-au luat 50 mg fractia F, care a fost extrasi cu 2 ml acid
tricloracetic, timp de 15 minute la 90° dupi Schneider. Dup# centri-
fugare, in supernatantul (II F) s-au efectuat reactiile Mejbaum si Dische
si absorbtia in UV.

In ultima serie de cercetiri ne-a interesat si analizim prezenia in
propolis a compusilor solubili in solventi organici i anume in cloroform
5i in metanol.

6 g propolis se trateazi de doui ori, timp de 48 ore cu cloreform,
la temperatura camerei gi la intuneric. Extractele reunite formeaza fractia
cloroformici (C).

Pe o altd probi de propolis s-a efectuat extractia cu metanol in
aceleasi condifiuni. Acest extract reprezinti fractia metanolicid (H).

Aceste doud fractii au fost analizate prin cromatografie circulari pe
hirtie si cromatografie in strat subtire,

Schema 3
Obtinerea din propolis a doud fractii :
Fractia cloroformici i fractia metanolicid
6 g propolis se trateazi 48 ore de 6 g propolis se trateazi 48 de ore
doud ori cu cloroform de doua ori cu metanol
fractia cloroformica fractia metanolicd
(G) (H)

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetérilor noastre pun in eviden{3 complexitatea com-
pozitiei chimice a propolisului analizat de noi

Utilizind ca metode de analizi cromatografia circulard pe hirtie,
cromatografia in strat subtire, electroforeza in gel de poliacrilamids,
absorbtia in UV precum si reactiile chimice Mejbaum si Dische, am reu-
sit s demonstrdm prezenta diferitilor compusi care diferi prin natura
lor chimici sau proprietitile fizico-chimice. Astfel, tratind propolisul cu
diferiti solventi, ca cloroform si metanol, s-a putut pune in eviden{i
prezenta diferitelor grupe de compusi ce diferd prin solubilitatea lor.
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S-a constatat in primul rind cd extractul cloroformic de propolis
{G), analizat prin cromatografie circulard pe hirtie, contine 3 grupe de
compusi ce diferd prin solubilitatea lor i anume: 1, compusi solubili
in amestecul cloroform-metanol si insolubili in acetond sau metanol
(acesti compusi migreazg in cercul 1); 2, compusi solubili in acetona si
insolubili In metanol (migreaza in cercul 2) ; 3, compusi metanol solubili
(migreazd in cercul 3). Prin cromatografia pe plici in strat subtire, extrac-
tul cloroformic aratéd prezenta a 9 spoturi.

Spre deosebire de extractul cloroformiec, extractul metanclic evi-
dentiaza prin cromatografie circulard pe hirtie o singurd grupd de com-
pusi care migreazd in cercul 3, deci metanol solubil si care in conditiile
noastre de lucru prin cromatografie in strat subtire a ar#tat prezenta
a 9 compugi. Se constatid insd ca cromatografia In strat subtire a celor
doui extracte — cloroformic si metanolic — difera.

Fractia A, dupi cum am mentionat, se extrage cu api la cald si
apoi se separ# din api prin ricirea ei. Aceastd fractie reprezinti 10%, din
confinutul total al propolisului, Analiza fractiei A prin cele doui metode
cromatografice arati ci ea contine de asemenea compusi solubili in clo-
roform-metanol, compusi aceton-solubili si compusi metanol solubili, deci
compusi care migreazi in cercurile 1, 2 si 3, iar prin cromatografie in
strat subiire se constati prezenta a 9 spoturi.

Analiza fractiei B, fractie solubili in apid rece, a aritat prezenta
flavonoizilor, reactia fiind pozitivi atit cu NaOH 2N cit si cu H,SO; con-
centrat (tabel 1).

Tabelul 1
Analiza fraetiilor din propolis
Coniinutul Reactia pt. Reactia Reactia cu
% flavonoizi cu orcinol difenilaming
1. Fractie insolubild in api (A) 10%,
2. Fractie solubild in api (B) NaOH 2N-|+--

H;S0,  conc. -}~
3. Fractie solubild in efanol la
70—80° si insolubilid in etanol

rece (C) 3,7%
4. Reziduu de propolis rédmas dupi
extragere cu apa la 100° (D) 78%

5. Fractia acetonicd a reziduului D
de propolis (E)
6. Fractia extrasd cu apd pH 8, din
propolis fratat cu acetoné etanol,
metanol (I F) + —_
Fractia extrasi cu acid triclor-
acetic 5% la 90° din propolis
tratat cu acetons, etanol gi
metanol (II F) 44 —
8. Fractia cloroformicd (G)
. Fractia metanoclicd (H)

b

w
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Fractia A este o fractie complexid. Ea contine in general ceard, pre-
cum si alte componente care se antreneazi odatd cu separarea cerii in
urma racirii apei.

Fractia C, solubild In etanol cald si insolubild in etanol rece, re-
prezinta 3,7%, din continutul total al propolisului. Cromatografia pe
hirtie evidentiazi 2 grupe de compusi: compusi solubili in amestecul
cloroform-metanol dar insolubili in acetond sau metanol $i compusi
solubili in acetona (tabel 2).

Prin cromatografierea in strat subtire, fractia C aratd prezenta a
3 spoturi. .

Reziduul de propolis care ramine dupi tratarea propolisului de 3
ori cu apa la cald si apoi uscat reprezintd 78%, din propolisul total
(fractia D).

Fractia D a fost supusi de repetate ori extractiei cu acetond. Ana-
liza extractelor acetonice reunite (fractia E) arati cd prin cromafografie
pe hirtie se constati prezenta unei singure grupe de compusi care migrea-
z& in cercul 3, deci compusi metanol solubili. Aceasta nu exclude posi-
bilitatea solubilizirii si in primii solventi folosi{i pentru cromatografiere
pe hirtie. Cromatografia in strat subtire a fractiei E a ardtat ¢i ea con-
tine un numir de 9 compusi, dat filnd cd cromatogramele developate
au ardtat prezenta a 9 spoturi. Ele constati c¢i fractia E confine foarte
putini compusi, care au fost indepéartati prin extragerea cu api la cald
si pe care ii constatdm in fractiile A si C.

Tabelul 2
Exfrase din diversi solventi
Absorbtia Electroforeza Cromatografie circulari Cromatogratie
in UV gel poli- pe hirtie strat subtire
acrilamida
Compusi solubili in cloroform-meta-
nol, acetond, metanol 9 proturi
maximum 300 nm
Compusi solubili in amestec cloro-
form-metanol, acetoni 3 spoturi
Compusi metanol solubili 9 proturi
nu prezintd maxim
intre 370—230 nm 8—9 fractii
nu prezintid maxim
intre 370—230 nm
Compusi solubili : in amestec cloro-
form-metanol acetond, metanol 11 spoturi
Compusi solubili metanol 11 spoturi
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In seria a doua de analize ne-a interesat si cercetim comporzitia
chimici a propolisului in ceea ce priveste compusii de naturd proteicd
sau derivatii de acizi nucleici. )

Pentru aceasta era necesar si se obtind din propolis ¢ fractie din
care si fie indepirtati toti compusii care ar fi deranjat efectuarea electro-
forezei sau a reactiilor cu orcinol si difenilamini. In acest scop au fost
indepdartati din propolis compusii solubili in solventi organici, iar ale-
gerea solventilor a fost ficuti tinind cont de posibilitatea de extragere
cit mai mare gi diferitd. De asemenea au fost alesi numai solventii
organici miscibili cu api. Electroforeza in gel de poliacrilamidd a extrac-
tului apos (fractia I F) din propolisul tratat anterior cu acetond, etanol
5i metanol ne-a ardtat o separare de 8—9 fracfii care au fost colorate
cu Amidoschwartz. Menfionim c<i A. DEREVICI, cercetind compo-
zitla chimicid in aminoacizi a aceluiasi propolis, in urma efectudrii
hidrolizei acide, pune in evidentd prin cromatografie pe hirtie pre-
zenta a 8 aminoacizi. In ceea ce priveste continutul pentru derivatii de
acizi nucleici ARN sau ADN noi am efectuat reactia cu orcinol pentru
ribozi si reactia cu difenilamini pentru dezoxiribozi. Din analizele
facute se constati ci numai reactia pentru riboza a fost pozitivd in
extractul apos sau in extractul de acid tricloracetic, in timp ce reactia
pentru dezoxiriboza, in conditiile noastre de lucru a fost negativi.

Efectuind paralel curbele de absorbiie in UV intre 370 nm si 230 nm
la aceleagi fractii (I F si II F) nu s-a obtinut un maxim caracteristic
pentru bazele azotoase de acizi nucleici. Acest fapt ar putea fi explicat
prin prezenta diferitilor compusi in extract care nu au permis obtinerea
unui maximum la 260 nm.

Mentiondm c3, efectuind absorbtia in UV cu fractia apoasi B, a
fost obtinut un maxim de absorbtie la 300 mup

In concluzie, din analizele efectuate de noi, se constati in primul
rind cd propolisul contine grupe de compusi solubili in solventii organici,
care diferd prin solubilitatea lor ¢i prin continutul lor In compusi sepa-
rati prin cromatografie in strat subtire. Acesti compusi au prezentat
reactii de colorare cu acid osmic si cu acid fosfomolibdenic

Efectuarea electroforezei pe gel de poliacrilamidd cu un extract
apos a demonstrat prezenta a 8—9 fractii colorabile cu Amidoschwartz,
in timp ce analiza efectuati pentru derivati de acizi nucleici nu a aritat
decit prezenta unei reactii pozitive pentru riboza.

De asemenea a fost pusi in evidentid prezenia flavonoizilor si un
maxim de absorbtie la 300 nm.
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STUDIUL STRUCTURII CHIMICE A PROPOLISULUI, 1ZOLAREA
SI IDENTIFICAREA ACIDULUI 4-OXI-3-METOXICINAMIC DIN
PROPOLIS

J. CIZMARIK, J. MATEL
CEHOSLOVACIA

Pentru asigurarea acurate}ii studiului biochimie, farmacologic si
clinic al propolisulul frebuie cunoscutd cu precizie compozitia chimici
a acestuia, Pinid acum in propolis s-au identificat in total 19 substanie
cu o structurd chimici diferité.

In propolis sint descrisi acidul cinamic si alcoalul ecinamie, chrizina
(KUSTENMACHER, JAUBERT) si vanilina (DIETRICH). Cercetitorul
sovietiv POPRAVEKO a gésit iIn propolis izovanilina, acacetina, kaemp-
ferida, ramnocitrina, guercetina, pinostrobina, 5-oxi-74-dimetoxiflavo-
nond ; 5,7-dioxi-3,4-dimetoxiflavond, 3,b-dioxi-7,4-dimetoxiflavoni si
5-oxi-7,4-dimetoxiflavoni. Am izolat din propolis si am identificat aci-
dul cafeinic, jar un colectiv de cercetitori francezi sub conducerea lui
V. R. VILLANUEVA au identificat in propolis galangina, chrizina, tec-
tochrizina, izalpinina $i pinccembrina.

Experientele preliminare si rezullatele cromatografiei pe hirtie si
in strat subtire arati ci propolisul mai confine o serie intreagi de com-
pusi, neidentificati pind acum. De aceea, in cercetirile noastre am ciutat
si-i identificidm,

Analiza s-a facut dupd urmétoarea schemi. Extractia : 100 g pro-
polis s-au extras in 2 1 benzol anhidru, fird incilzire, timp de doud
zile. Dupji filtrare solutia de benzol a fost inlaturatd prin distilare in
vacuum si sedimentul a fost extras cu un filtru de alcool etilic anhidru.
Extractia s-a fdcut timp de 24 ore, fdrd incilzire, Solutia rosie-cafenie
obtinuti a fost distilati pentru inlaturarea totald a lichidului si s-a
extras in 500 ml ap# rece, timp de 3 zile. Dupa extragere, sedimentul
a fost recristalizat in api fierbinte. Cristalele formate s-au separat
si dizolvat in 10 ml alcool anhidru. Solufia obfinuti a fost aplicati pe
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un strat subtire de silicagel si s-a cromatografiat in sistemul benzol-
dioxan-acid acetic in raport 90:5 :4. Cu ajutorul razelor uliraviolete
s-a stabilit ci cromatograma contine 5 compusi. Acidul cafeinic izolat
si descris de noi avea benzi corespunzétoare unei R = 0,24.

In zona cu R=0,50 se gisea o substan{i care, in ultraviolet,
avea fluorescenti albastrd ; aceasti zond a fost extrasi cu alcool etilic,
antrenatd cu vapori si cristalizata.

Din cele 15 zone obtinute astfel, extractul alcoolic a fost inldturat
in intregime prin uscare. Cristalele mici obtinute dupd recristalizare
in apd fierbinte au avut punctul de topire 168° Intrucit substanfa cu
acest punct de topire nu a fost incid descoperitid in propolis, ne-am con-
centrat asupra identificarii sale.

Identificarea : Solutia alcoolici a substantei izolate a prezentat
reactii chimice caracteristice pentru grupele carboxilice si hidroxilice,
cu legdtura dubld si reactia care demonstreazd prezenta grupirii
metoxi.

La cercetarea solutiei alcoolice In ultraviolet am determinat
maximum de absorbtie in lungimea de undi de 322 nm.

Dupi rezultatele studierii acestei substanie cu ajutorul cromato-
grafiei pe hirtie si in strat subfire, al Tuminii infrarosii si al spectrului
de rezonan{i magnetici nucleard, am determinat ci aceasti substantd
este acidul 4-oxi-metoxicinamic, care in literatura chimici se numeste
ferulic i are urméatoarea formuli structurals ;

HO—/ \—CH=CH-—CO0H

OCH,

Jusietea presupunerii a fost demonstrati prin cercetarea valorii Rf
a aecidului izolat si a solutiei de acid martor, Ambele substante au avut
aceleasi valori Rf, acelasi caracter de absorbfie a razelor uliraviolete si
infrarosii.

Actiunea farmacologicd. Acidul ferulic se caracterizeazi prin ac-
tiune antibacteriand (organisme grampozitive si gramnegative); el con-
tribuie la acfiunea bactericidi si bacteriostatici a propolisului, fenomen
deja descris de citiva autori.

In afari de aceasta, se manifesti intr-un grad insemnat actiunea
aglutinanty — exploatatd in tratamentul ranilor ce se vindecd greu, cu
ajutorul unei alifii preparate din solufie alcoolicd de propolis si actiunea
colagend descrisi in 1938.

Acidul ferulic se giseste in special in sucul liptos al radicinii de
Ferula foetida, In résina de Opoponax chironim, Catalpe cvata si in
Ajugaive. In afari de aceasta existi si in Equisetum himolo, Dahlia
variabilis si Berberis amurensis.

Acidul ferulie ajunge in propolis in special din risina de Pinus
laricio In care acest acid a fost gdsit incd in 1876, din Pinus cembra si
din rigina de molid.

De pe aceste plante albinele culeg foarte intens — in special
toamna — r#igina, ca parte componentd principald a propolisului- Albina
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poate sintetiza acest acid si ca produs secundar al disocierii glicozidelor
vegetale in care acidul ferulic este prezent ca aglicon.

Avind in vedere ca in polen acest acid nesaturat nu a fost incd
gasit, descoperirea lui in propolis serveste ca argument principal in
combaterea teoriei lui KUSTENMACHER si in favoarea pirerii ci
albinele culeg propolisul din secretiile risinoase ale mugurilor si scoartei
diferitelor plante.

CONTRIBUTII LA CUNOCASTEREA COMPOZITIEI PROPOLISULUI

K. JANES
V. BUMBA
CEHOSLOVACIA

In cadrul laboratorului de cosmetici al Institutului de cercetiri
pentru industria grasimilor din Praga ne-am ocupat, printre altele, si
de problemele compozitiei si calititil propolisului. Deoarece considerim
ci am ajuns la unele concluzii interesante, in cele ce urmeazi ne vom
referi pe scurt la evolutia experlentelor realizate,

In primul rind am examinat insusirile extractelor obtinute cu aju-
torul unor dizolvanti dlferl‘;l dintr-un numér de 11 mostire de propolis ;
cercetarea s-a efectuat in domeniul ultraviolet al spectrului, cu scopul
ale radiatiei soclare. Concluziile acestor experimentiri pot fi rezumate
dupd cum urmeazi :

a) cele mai bune rezultate au fost obtinute cu extracte pe bazi de
alcool etilic (raport 1 : 10, extractie 24 ore) ;

b) toate extractele in intervalul de Ia 200 la 370 mu au prezentat o
maximi caracteristici la lungimile de undi de 235, 285, si 314 myu — chiar
daci au apirut unele deosebiri, in functie de cantitate ;

¢) actiunea exiractelor de propolis nu depinde de culoarea lor.

Aceasty califate este determinatd, in mod evident, mai ales de
derivatele acidului cinamie, precum $1 de unii compusi ai acidului galic.

In faza urmitoare am incercat si izolim aceste principii active. In
cursul acesui proces am reusit si obiinem un amestec cristalin carac-
teristic de care ne-am ocupat aminuntit.

Partea experimentali

S-a inldturat ceara din 150 g propolis prin incilzire in 350 ml de
apd, Acest proces a fost repetat de doud ori, pind la eliminarea deplind
a cerii de albine, Restul a fost supus unui proces de distilare in vapori
de api, obtinindu-se astfel 3 litri de distilat. Dupi {filtrarea distilatului
a urmat un proces de extractie cu eter etilic, repetat de citeva ori.
Stratul de eter a fost inldturat de fiecare datd. Eterul a fost inlaturat
prin distilare din cantitatea totali de extract, obtinindu-se un volum
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total de cea. 50 ml, Intr-un interval de 20—24 ore, si uneori chiar mai
devreme, din aceasti solutie s-au desprins cristale caracteristice, aco-
perite cu o peliculd uleioasi. Cristalele respective au fost separate, tre-
cind printr-un amestec de eter etilic-eter de petrol in proportfie de'1:1
si, apol, recristalizate. Punctul de topire al acestei substante a fost la
115—118°C. In urma examinérii la microscop, in afara cristalelor, s-a
constatat si prezenta unor picituri cu aspect uleios. Substanta cristalinid
obtinuti prin patru distiliri in vapori de apé a fost amestecati si supusi
sublimirii fractionate. Au fost obtinute 3 fractii. Prima dintre ele con-
tinea, in cea mai mare parte, componenta uleioasi, cea de-a doua era
cristaling, iar cea de-a treia era, iardsi, plind de impuritati.

Cea de a doua fractie a fost recristalizatd din nou In eter, sub-
stanta ob{inuti astfel avind punctul de topire la 122°C. Substanta a fost
analizatd cu ajutorul spectroscopiei in infrarosu si a rezonanfei mag-
netice nucleare, fiind identificati ca acid benzoic.

Identificarea a fost verificati in continuare, cu ajutorul cromato-
grafiei in strat subtire, in trei sisteme diferite :

a) in sistemul aceton#-eter de petrol 1:3 pe silufol, dupid metoda
lui Lyman (1). Valoarea R,a corespuns valorii standard a acidului
benzoic, 0,35 ;

b) in sistemul etanol-api-amoniac (25%) 25 :3 : 4 pe silufol, dupi
metoda Braun-Geenen (2). Valoarea R,a corespuns valorii standard a
acidului benzoic ;

¢) in sistemul eter etilic-eter de petrol 3 : 7 ; valoarea R,a corespuns
valorii standard a acidului benzoic.

Alte probe de identificare au fost efectuate cu ajutorul cromato-
grafiei pe gel de dextrinid, prezenta acidului benzoic fiind demonstratd
prin compararea volumelor obfinute cu valoarea standard. In cursul
acestui proces, s-a constatat ci fractia nr. 2 contine, in afara acidului
benzoic, si o cantitate micid dintr-o substan{id necunoscutd. Prezenta
acestei substante a fost constatati si la cromatografia in strat subtire,
in toate sistemele amintite mai sus. Este vorba de o substantid puternic
aromatsi, care prezinti, la 254 myu, o fluorescenjd intensd, de culoare al-
bastru deschis. Din observatiile de pind acum, se poate desprinde con-
cluzia ci avem de a face cu o substanti aromaticd, mononucleici si cu
greutate moleculard mai mare decit cea a acidului benzoic. Prezenta
sa a fost stabiliti, in diferite cantitdii, in toate cele trel fractii obtinute
prin sublimarea fractionati. In prima si In cea de a treia fractiune,
aceste dou substante, respectiv acidul benzoic si substanfa fluorescents,
sint insotite de un mare numir de alte elemente- Ne ocupim in conti-
nuare de identificarea substantei care apare pe lingd acidul benzoic,
pentru a stabili daci este vorba de o substantd deja cunoscutd in com-
pozitia propolisului, sau care abia urmeazi si fie determinata.

Prin lueririle efectuate de noi a fost doveditd prezenta in propolis
a acidului benzoic. Din 150 g propolis s-au objinut 1—2 g de amestec
cristalin, care contine aproape 50%, acid benzoic. Cantitatea de amestec
cristalin obtinut a variat in functie de raportul dintre ceard si rigini in
diferitele mostre de propolis examinate.
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Prezenta acidului benzoic In propolis poate fi explicatd prin faptul
ca acesta se giseste in naturd, intr-un mare numir de plante (afine,
muguri de plop ete), de pe care este colectat de albine, Impreuni cu
alte substante.

Tinind seama de diversele efecte ale actiunii acidului benzoic
asupra microorganismelor, putem trage concluzia ci acesta contribuie,
impreund cu alte substante, la efectele bacteriostatice si bactericide ale
propolisului.
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RAPORTURI EXISTENTE INTRE PROPOLIS, MUGURII DE PLOP
(POPULUS SP.) SI CASTOREUM

P. LAVIE
FRANTA

Am ardtat in publicatii anterioare legitura strinsi care exsitd intre
propolisul prezent in stup si substantele ce acoperid mugurii de plop
(Populus nigra L.) si care constituie originea lui principald (LAVIE 1980,
1973). Importania salicineelor pentru albind se regiseste in mod curios
si la castor (Castor fiber). Citeva observatii mai vechi gi recente expe-
riente ne-au permis si confirmém un mare numir din aceste relatiri.

Raporturile strinse dintre mugurii de plop si propolis sint demon-
strate astdzi de numerosi autori ; am sustinut acest punct de vedere la
Simpozionul stiintific care a precedat Congresul international de api-
culturd de la Minchen in 1969, Mai recent, la Simpozionul de la Bra-
tislava, CIZMARIK si colab. (1972) au adoptat ipotezele noastre. Propo-
lisul are ca origine principald substantiele recoltate de pe mugurii de plop
sau de salicinee in mod mai general. Materiei risinoase brute albina ii
adauga secretii salivare, ceard, si mai apar griuncioare de polen si impu-
ritdti diverse cum sint perii chitinosi de pe corpul albinei. Cind plopii
sint rari sau absenti in jurul stupinei, albinele recolteazi partial sau in
totalitate substante aseméiniatoare pe mugurii altor arbori, dintre care
pe unele le-am studiat (LAVIE 1860). Dar stim pe de altd parte (GONNET
1968 si 1969) cd in absenta raginii de pe mugurii de plop albina nu folo-
seste materiale asemanitoare decit in caz de extirema nevoie si ci dealtfel
aceste materiale nu au aceeasi activitate biologici ca propolisul. Aceste
constatéri explici marea variabilifate de culoare si miros care existd
intre diferitele esantioane de propolis de proveniente diverse. Alti autori
au ardtat de altfel ci existd propolis cu origini si proprietdti biologice
diferite (HAMBLETON 1950, VERGE 1951, DEREVICI si colab. 1964,
MAKASVILI 1972, POPRAVKO 1972, etc.).
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fney din 1873 PICCARD a evidentiat chrizina si tectochrizina in
substanta cu care sint imbibati mugurii de plop dorminzi. In 1968
EGGER si TISSUT izoleazi din mugurii de plop galangina, pinocem-
brina §i izalpinina si confirmi Iucrarea lui PICCARD. Ei emit ipoteza
ci aceste substante ar proteja intr-o anumitd misurd planta contra
microorganismelor in timpul pericadei de somn. De altfel JAUBERT in
1927 descopera chrizina si tectochrizina in propolis. Noi, pornind de la
propolis am izolat si identificat substantele antibiotice: galangina
(8, 5, 7, trihidroxiflavond), pinocembrina (5, 7 dihidroxiflavon#) si izal-
pinina (VILLANUEVA si colab. 1964, 1970), acestia din urmé confir-
mind de asemenea lucrarea lui JAUBERT. Pe scurt, existd deci 5 sub-
stante prezente in acelagi timp in mugurii de plop si In propolis : chri-
zina, tectochrizina, galangina, izalpinina si pinocembrina.

In afari de aceasta, luerind cu extracte de propolis si extracte de
muguri dé plop, am constatat o actiune antibioticd similard fati de 10
suge bacteriene, celelalte organe ale arborelui avind actiune antibioticd
redusi sau absenti (LAVIE 1960). De asemenea actiunea antifungici a
propolisului (LAVIE 1960) se regiseste In substantele care acoperd
mugurii de plop (EGGER si TISSUT 1968).

Cele doui substante si extractele lor au un miros identic gi amin-
doud sint atractive pentru albine.

VUILLAUME (1958) a ardtat la rindul siu ci extractele de propolis
si cele din muguri de plop inhibau constructia botcilor in coloniile de
albine-

In fine, extracte din cele doui substante au fost utiilzate in prepa-
rate de uz medicinal uman sau veterinar, in special pentru acfiunea lor
antialgica. Populeum, pe bazid de extract de muguri de plop a fost
folosit In Franfa contra durerilor, Preparate pe bazi de propolis sint
folosite in U.R.S.S. in special in antiodontalgie (MUCINIK gi SUHA-
CIOVA 1964) si in stomatologie (MARCENKO 1960), de mai mul{i ani,
cu succes.

Castorul (Castor fiber) este un mamifer care se hrinegie in mare
parte cu scoartd, rimurele si muguri de plop sau de salcie. Acest
regim Ii este atit de necesar incit animalele captive private de aceastad
hrani contracteazi rapid boli infectioase (RICHARD). Castorul este
foarte cunoscut de secole si in special pentru productia de castoreum,
substanti complexid acumulati in glande speciale si care a fost utilizata
de om in diverse scopuri. Aceastd substant{d era pind nu de mult vinduti
foarte scump si era foarte cautatd, in special pentru diverse utiliziri
medicinale din care HINZE (1950) a alcituit o listd foarte lungi.
Dar castoreum serveste inainte de toate animalului pentru a-si marca
teritoriul si in mod secundar pentru a-gi lustrui blana cind isi face
toaleta, Cu ocazia primelor mele contacte cu castorii, am recunoscut ime-
diat mirosul de propolis, practic al mugurilor de plop.

Lucrérile lui LEDERER (1946, 1951) asupra castoreumului au evi-
dentiat in aceastd substantd patruzeci de substante izolate gl identificate,
dintre care unele sint folosite in parfumerie. Este surprinzitor si gisesti
atifia constituien{i neobignuiti (majoritatea aromatici) intr-o glanda ani-
mald. Dupi acest autor, aceasta s-ar datora unei duble cauze principale.
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In primul rind, regimul siu alimentar : animalul se hrineste cu muguri
si scoarti de arbori, tesuturile cérora contin numercsi compusi care au
fost regdsiti in glandele sale. In al doilea rind : la alte vertebrate, absorb-
tia acestor substante odati cu alimentele ar antrena eliminarea lor in
urind ; la castor insd, ele sint stocate in glandele sale si acumulate In
stare liberi.

Locurile unde castorul igi marcheazi teritoriul pe malurile ripoase
atrag albinele culegitoare la fel ca si mirosul extractelor de propolis si
de plop. Aceste observatii au fost facute de RICHARD s5i de mine acum
citiva ani. De altfel acest comportament al albinelor este semnalat de
HINZE (1950), Alte observatii ne-au confirmat cid in locurile pe unde
este depus castoreum nu se dezvoltd vegetatie. Si fie oare propolisul an-
tigerminativ pentru plantele superioare ? Mai sint necesare experienfe
in aceastd directie.

Proprietitile antialgice ale castoreumului au fost utilizate in farma-
cia veche. Foarte curics, ca si propolisul, el a fost folosit intre altele
pentru calmarea durerilor de dinti (LONICERUS 1578, citat de HINZE).

RICHARD mi-a semnalat ci pe cadavre de castor abandonate
putrezirii timp de un an, glandele cu castoreum se conservi si protejeaza
tesuturile invecinate, de unde deducem actiunea lor bactericida si anti-
fungici. Pe de alti parte, castorii riniti se vindeci bine in general, in
timp ce la sobolanii réni{i cicatrizarea este slaba. Trebuie sd reamintesc
ci, castorii se ung cu castoreum dupi ce igi termind toaleta.

In ceea ce priveste valoarea antibiotici a castoreumului, am veri-
ficat-o pe 7 suse bacteriene — citeva incerciri #n vitro cu un extract
alcoolic., Am comparat aceasti actiune cu cea a extractelor alcoolice de
propolis si de muguri de plop. Se poate constata ¢i in majori-
tatea cazurilor existid un mare paralelism de actiune a diferitelor extracte.
Pentru confirmarea rezultatelor obfinute sint necesare noi experiente,
dar se poate spune inci de pe acum ci cele trei substante — muguri
de plop, propolis si castoreum — se aseamidnd sub numercase aspecte.

Consider ci era interesant si atragem atentia asupra importantei
salicineelor in mediul inconjuridtor si s& remarcim aceasti convergenti
de similitudini intre cele trei substante.
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MUGURII DE PLOP, SURSA DE PROPOLIS

1. MARINESCU

M. TAMAS
ROMANIA

In apiterapia actuali Intrebuinfarea propolisului s-a extins la tra-
tarea unuj mare numir de maladii. Propolisul este o substanti bioactiva
de foarte mare valcare, cu efect biostimulator si bioregulator Activitatea
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sa este datorati acelor elemente din compozitia sa care pot servi de
catalizatori ai activitdtii biologice a organismului ca auxine, vitamine,
flavonoide, care intri in compozitia propolisului la fel ca si in aceea a
mugurilor de plopi gi care joacd un rol de protectie foarte eficace in
acesgtia ca si in stup.

Trebuie si addugim la aceasti listd de substante bioactive, micro-
elementele prezente in propolis, Microelementele intrd in hrana minerald
a plantelor si microorganismelor si sint factori indispensabili ai dezvoltarii
lor, In plante ele nu depisesc in general procentul de 0,029, din materia
uscats, valoare sensibil egali cu aceea gisitd In organismul uman de
0,017%,. Din punct de vedere cantitativ se definesc ca microelemente
metalele si metaloidele al ciror procent nu depiseste 10—2—10—3 grame
la 100 g substantd uscata.

Rolul microelementelor din organism este consecinta capacité‘gii Ior
de a forma produsi complecsi organo-minerali cu Inalté activitate biologicia
de tip oligodinamic. Dupd activitatea lor, microelemntele pot fi grupate
in trei categorii:

1. Esentiale, ca : Fe, Zn, Cu, Co, Mo, Mn, I ; 2) Secundare ca : Ni, V,
F, Br, Cr, Al, Sr, care pot interveni in anumite procese metabolice ;
3. Neesentiale, fard rol cunoscut : Si, Li, Ru, Ag, Cs, B, Hg.

1. Microelementele din propolis $i mugurii de plop

Studiul literaturii existente referitoare la microelementele continute
in propolis, precum si indicatiile existente in literaturd privind caracterul
zineofil al speciilor de plop, corelate cu informatiile existente care indici
secretia rédsinoasi a mugurilor de plop drept sursa vegetald de propolis,
ne-a condus la ideea de a incerca o dozare comparativid a acestor micro-
elemente din propolis din muguri de plop, incercind astfel si aducem
o contributie in plus in sprijinul ipotezei privind originea vegetald a pro-
polisului.

Material si metoda

Am utilizat mostre de propolis puse la dispozitie de A.C.A. Cluj-
Napoca si de muguri de plop (Gemmae populi) recoltati de intreprinderea
»EPlafar“ Cluj-Napoca din zona Huedin.

Din ambele produse am obtinut extracte etanolice, la rece, utilizind
alcool etilic de 96°. Reziduul uscat al extractului etanolic de propolis (EP)
a fost in medie de 32%,, iar al extractului etanolic de muguri de plop
(EGP) de 26Y;. Dozarea cantitativi a microelementelor din cele doui

extracte s-a efectuat cu ajutorul unui spectometru cu absorbiie atomica
» VARIAN-AAG*.
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Rezultate si discutii

Analiza spectrali a celor doui extracte etanolice a aratat prezenta
a 17 elemente si existenta probabild a incd 3 elemente dupd cum reiese
din tabelul 1.

Tabelul nr. 1

Determinarea microelementelor in extractul de muguri de plop
(EGP) si in extractul de propolis (EP), in g%, 100 g de extract

Ba Fe Zn Cu Co Mn Ni
Elemente 4934 2483 8345 3247 2794 3550
EP 0007 0020 0030 0040 0001 0010 0001 0,025
EPG 0.001 0015 0,090 0,008 <0001 0,015 <0001 0,010
Al Sr Cr Ag v Sn Si Mg Ti

Elemente 3092 4607 4254 3280 3165 2839 2516 2795 3349

EP 0,045 0,006 0,002 0,003 0,001 0,6035 0,030 0,040 0,008
EPG 0,030 0,002 0,001 0,002 <0,001 0,001 0,620 0,045 0,002

fn afara elementelor continufe in acest tabel am pus in evidentd
urme ale borului, seleniului si plumbului. Datele obtinute concorda
in general cu cele gisite in literaturd.

Cantitatile de microelemente au fost sensibil egale cu cele doud
extracte cu citeva diferente.

Diferentele cantitative mai mari care apar la unele elemente ca:
bariu, cupru, aluminiu, strontiu, siliciu, titan, credem ca se datoresc
imbogitirii propolisului cu aceste elemente din polenul continut si care
intr-adevir include cantitdfi relativ mari din aceste elemente.

in ceea ce priveste continutul redus de cobalt, molibden, vanadiu

(sub 10-9), gisit In extractul de muguri de plop, ne indreptifeste si
emitem ipoteza ci aceste elemente se gisesc in propolis tot datorita
polenului continut, care variazd conform literaturii consultate intre
5—11%,. :
Cantitatea de zinc din EGP este de 3 ori mai mare, ceea ce con-
firma datele din literaturd despre zincofilia plopului si, in acelasi timp,
cantitatea mai mici de zinc gisitd in EP se poate explica prin utilizarea
acestui element de ciitre albind in timpul procesului de prelucrare a
rasinei recoltate de pe mugurii de plop, utilizare privitd sub aspectul
inglobarii acestui element in propriile ei enzime. De asemenea, zincul
a putut fi decelat in cantitdfi notabile in venin si in miere, ceea ce vine
si explice cauza sciderii concentratiei lui in propolis.

In privinta numirului de elemente gisite in cele doud extracte
observim similitudine calitativi, ceea ce pledeazi o datd mai mult pentru
originea vegetals a propolisului, respectiv secretia risinoasd a mugurilor
de plop la baza procesului de fabricatie a propolisului de catre albine.
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Concluzii

1. Am dozat comparativ micoelementele din extractele etanoclice de
propolis si de muguri de plop.

2. Numairul de microelemnte gisite in propolis (17 elemente) coin-
cide cu cel gisit in mugurii de plop, ceea ce constituie o dovadd certd
in sprijinul teoriei despre originea propolisului care indicd drept sursd
a lui exudatele rasinoase ale speciilor de plop.

3. Relativelor neconcordanie intre cantititile diferitelor microele~
mente gisite in cele doud extracte se pot explica ca provenind de la
polenul care impurifici propolisul, cit si ca datorindu-se usoarei dife-
rente ce existi Intre cantititile de reziduu uscat obfinute din extractele
etanolice fluide ale celor doud produse.

2. Flavonoidele din propolis §i mugurii de plop

Inci din 1927, JAUBERT a aritat inrudirea dintre propolis si
mugurii de plop in ceea ce priveste compozitia chimici. In sprijinul
teoriei elaborate de ROSCH, care afirmi ci propolisul n-ar fi altceva
deeit secretia rasinoasi a unor muguri apartinind unor specii de foiocase
si résginoase, acest cercetiitor si-a axat studiile sale de fitochimie asupra
[tavonoidelor din propolis si muguri de plop. Prin descoperirea chrizinel
si tectochrizinei in ambele produse, JAUBERT aduce mu mnumai una
dintre primele confirmiri stiintifice a teoriei lui ROSCH ci i primul
argument privind legitura existentd intre propolis si muguri de plop.
Aceste flavonoide, in special chrizina, care reprezinta 0,25%, din greutatea
mugurilor de plop, au fost gasite in miere si ceard, ceea ce dovedeste
ca albina prelucreazi aceste secretii rdginoase pentru a le transforma
in propolis ; in felul acesta chrizina remanenti pe maxilare ajunge in
miere $i ceari colorindu-le in galben. Totodati trebuie si amintim ca
albinele culegitoare de propolis nu au specializare strictd, ele parti-
<ipind activ la recoltarea nectarului.

Lucrarile lui JAUBERT au fost confirmate cu un deosebit succes de
LAVIE care identifica in propolis alte doud noi flavonoide : galangina si
pinocembrina, iar VILLANUEVA descoperi izalpinina. Ulterior CIZMA-
RIK continua si confirmi luerdrile lui JAUBERT si mai ales ale lui
LAVIE, aritind ci majoritatea substantelor flavonoide izolate i identifi-
cate in propolis, sint in stare liberd, ca agliconi, si emite ipoteza existenfei
unei substante care in timpul prelucrdrii de citre albine a rezinelor
pentru a le transforma in propolis, descompune formele glicozidate ale
flavonelor care se gisesc de obicei sub aceastd formd in plante.

Studiile aprofundate efectuate de POPRAVKO asupra compozitiei
chimice a propolisului, au permis izolarea si identificarea a 11 flavonoizi,
aflati ulterior si in extractele de muguri de plop si de mesteacan.

Avind in vedere c%, in compozifia propolisului, flavonoidele diferd
in functie de natura speciilor vegetale de pe care albinele recolteazd
secretiile respective pentru a le fransforma in propolis, ne-am propus un
studiu comparativ al flavonoidelor din propolis si muguri de plop. In
cazul unei identitifi sau unei compozitii chimice apropiate, mugurii de
plop ar putea constitui o viitoare sursi de inlocuitor de propolis-
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Material si metoda

Am utilizat muguri de plop negru — Populus nigre L. — recoltaii
inainte de deschidere si uscati la temperatura camerei, precum $i mostre
de propolis de la apicultorii din Municipiul Cluj-Napcea. Din aceste
probe s-au preparat solufii extractive la rece cu alcool etilic concentrat.
Punerea in evidentd a flavonoidelor s-a efectuat, din aceste solufii
extractive, cu reactivi de culoare citati de literatura de specialitate.
Analiza calitativa a flavonoidelor am efectuat-o utilizind cromatografia
in strat subtire CSS, pe plici cu silicagel H, intr-un sistem de solventi
nepolari — toluen, acetat de etil, acid formic 5 :3 :1. Identificarea s-a
efectuat in lumind UV dupid revelare cu amoniac, friclorurd de aluminiu
sau oxiclorurd de zircomiu.

Deosebit de lucrdrile Iui POPRAVEKO in care se arati cd majo-
ritatea mostrelor de propolis studiate sint de ,,tip mesteacin® avind 9
componente comune, mostrele studiate de noi au fost de propolis ,tip
plop“, avind comune 16 componente, cu oarecare diferente cantitative
intre fractiuni.

Prin cromatografie preparativi am separat fractiunile din croma-
togrami si le-am identificat prin spectroscopie in UV. Astfel am pus in
evidentd, chrizina, tectochrizina, pinocembrina si galangina. Am mai iden-
tificat kaempferolul, apigenini si quercetol.

Dozarea cantitativi a flavonoidelor din propolis si din mugurii de
plop a dat urmaétoarele rezultate :

Tabelul nr. 2

Dozarea cantitativi a flavonoidelor totale prin fotometrie in U.V.

Produsul analizat Cantit, ‘analiz. (2) Ext. la 322 nm Flavonoide g%
Muguri de plop 0,005 0,965 8,00

Propolis 0,005 0,775 6,42

Determinarile s-au facut fotocolorimetric in UV, utilizind ca reactiv
de culoare ZrOCI,, rezultatele fiind exprimate in chrizini libera.

Rezultate si discutii

Prin cromatografie preparativd, combinatd cu spectroscopie in
luming UV s-a pus in eviden{i existenta atit in extractele etanolice de
propolis, cit si in cele de muguri de plop a chrizinei, tectochrizinei, pi-n_o:
cembrinei si galanginei. Identificarea acestor flavonoide a fost insotitd
de punerea in evidenia in ambele extracte, a incd 3 flavonoide : kaemp-
ferolul, apigenina si quercetolul. Aceste 7 flavonoide identificate din
totalul de 16 componente comune ambelor extracte, ne permif si afirmam
concordanta calitativi existentd privind compozitia chimici a prepolisului
si a secretiei mugurilor de plop la mostrele studiate.

51



Referindu-ne la determindrile cantitative putem aridta ci suma
flavonoizilor dozatd din extractul de propolis si exprimatd in chrizini
lberid este mai micd decit in extractul de muguri de plop, deocarece
balastul existent in propolis — ceard, polen, impurititi mecanice — fac
s& scadi titrul acestor flavonoide.

De asemenea trebuie si ardtim ci aceste substante de tip flavo-
noidic le-am gisit ca agliconi, atit in propolis, cit si in mugurii de plop,
insusi sistemul de solventi folosit de noi la developarea cromatogramelor
permitind numai migrarea flavonelor neglicozidate.

Concluzii

Am izolat, identificat si dozat cantitativ flavonoidele existente in
extractele etanolice de propolis §i de muguri de plop.

Numirul de flavonoide identice (7) izolate si identificate din cele
16 componente comune ale cromatogramei extractelor de propolis si de
muguri de plop, constituie Inci o dovadd certd in sprijinul teoriei enun-
tatd de ROSCH privind sursa vegetald a propolisului.

Cantitatea mai mici de flavonoizi din propolis se datoreste balastu-
lui continut de cétre propolis.

Hste posibil ea propolisul provenit din zona montanid s aibid alt
continut de flavonoizi, mai ales cel recoltat din pidurile de mesteacin.
Mostrele studiate de noi aratd clar ci propolisul provenit din zona de
deal sau din zonele in care albinele au la dispozitie plop, este un propolis
de ,/ilp plop“.

Similitudinea existenta intre confinutul calitativ cit si cantitativ al
extractelor de propolis si de muguri de plop ne permite si afirmim ci

exudatul rezinos al mugurilor de plop poate constitui un valoros inlo-
cuitor de propolis.
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MICROELEMENTELE DIN PRODUSELE APICOLE

B. OHOTSKI
U.R.8.8.

In literatura de specialitate existd multe date privind influenta
microelementelor asupra vietii albinelor, dar prea putine despre in-
fluenta micreelementelor contfinute de produsele apicole asupra orga-
nismului uman.

Produsele apicole — mierea, veninul (apitoxina), liptiscrul de
mated, propolisul, pistura si polenul au un rol esential in profilaxia si
tratarea unor boli ale omului, decarece contin aminoacizi, proteine,
hidrocarburi, balsam, fermen{i si — ceea ce e foarte important —
diverse microelemente.

In prezent, conform datelor specialistilor sovietici si din alte tiri
s-a stabilit ei in preodusele albinei melifere existi urmitoarele micro-
elemente ; in miere — aluminiu, bor, fier, iod, potasiu, caleiu, siliciu,
litiu, magneziu, mangan, cupru, sodiu, nichel, staniu, osmiu, plumb,
sulf, titan, fosfor, clor, crom, zinc ; in venin — fier, iod, potasiu, calciu,
magneziu, mangan, cupru, sulf, clor, zinc; in liptisorul de matci —
fier, aur, calciu, cobalt, siliciu, magneziu, mangan, nichel, argint, sulf,
crom, zinc; in propolis — aluminiu, vanadiu, fier, calein, silicin, man-
gan, stronfiu; in pésturi — bariu, vanadiu, wolfram, fier, aur, iridiu,
calciu, cadmiu, cobalt siliciu, magneziu cupru, molibden, arsen, staniu,
paladiu, platind, argint, fosfor, clor, crom, zine, strontiu-

Nici un proces biologic sau fiziologic nu are loc in organismul
omului si al animalelor, firi participarea microelementelor. Ele parti-
cipd la metabolism (proteic, lipidic, glucidic), la sinteza proteinei in or-
ganism, la metabolismul termic, la hematopoiezs, osteogenezi, la inmul-
tire i la reactiile imunocbiologice. Cercetiitorii au demonstrat corelatia
microelementelor cu vitaminele, cu fermentii si cu hormonii.

Organismul uman primeste microelementele din hrani si api. Inte-
resant de remarcat ci majoritatea microelementelor continute in produ-
sele apicole au fost descoperite in singele si in unele organe ale omului.

S-a stabilit cd In singele omului existd 24 microelemente, dintre
care 22 intri si in compozitia produselor apicole. In conditiile unei in-
suficiente de microelemente — vanadiu, fier, cobalt, cupru, mangan,
nichel si zinc — este tulburat procesul de hematopoiezd. Introducerea
acestor microelemente, prin miere sau liptisor de matcd, prin pasturd
sau polen, permife Inldturarea acestei anemii.

Se stie c¢& in organismul omului microelementele sint acumulate

in mod selectiv, in diferite organe: zincul — in special in glandele
sexuale, hipofizd, pancreas; iodul — in tiroidd ; cuprul — fin ficat si
maduva ocaselor ; cadmiu si molibden — in rinichi; nichel — in pan-
creas ; litiu — iIn plimini; strontiu — in ocase; crom, mangan — in
hipofiza,

Concentrajia microelementelor in singe si in {esuturi este diferita,
variind in functie de boald, virstd si alte stdri fiziologice printre care
chiar ora din zi si anotimpul.
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Activitatea biologici a multor microelemente este legati de faptul
ed ele actioneazj sinergic cu fermentii si cu vitaminele. Fierul intri in
compozitia fermentilor respiratorii, zincul in ecompozitia fermentilor care
participd la metabolismul glucidic gi proteic.

Existd o dependentii certi intre cantitatea de vitamini Bi si man-
gan din organism, intre cantitatea de vitamini Bis si cobalt. Efectul tra-
tamentului cu vitamina B; este mult mai ridicat dacs, odatd cu alimen-
tele, in organism pétrunde o cantitate suficienti de mangan. In perioada
de formare a tesutului osos este necesari prezenta cobaltului si a cupru-
lui, acesta din urma fiind legat activ de vitaminele A, B, C, E si acidul
nicotinic.

Medicul B. M. HECHT & confirmat experimental ci adiugarea
mierij, iodului si a cobaltului intensifici activitatea fagocitara a leuco-
citelor, méireste rezistenfa organismului fatd de diferite boli infectioase.
De aceea, folosirea cu regularitate a produselor apicole méireste rezis-
tenfa organismului nu numai datoritd vitaminelor confinute, ci si a
microelementelor.

In unele cazuri de afectiuni, in tesuturile organismului este
dereglat metabolismul microelementelor, ceea ce inrautiteste starea si-
nitatii, De exemplu, unele boli cum ar fi endarteritele si boli de piele
produc o scddere a cantititii de cupru din tesuturi. Pentru reusita tra-
tamentului, pe lingi o terapie complex#, este necesar si se introducd in
organism microcantititi de cupru. S-a confirmat clinic si experimental
c& microconcentratii de zinc au proprietatea de a provoca sciderea can-
titatii de colesterol in singe si de a normaliza metabolismul.

O serie de boli de ficat, boala hipertonici, glaucomul, produc tul-
burdri In metabolismul cobaltului care se eliming mai activ prin intestin
si cdile urinare. Prin introducerea cobaltului alituri de alte mijloace
hipotensive (in cazurile bolilor mai sus amintite), se constati o imbuni-
tatire a capacitifii functionale a ficatului pacientilor si o accelerare a
sciderii presiunii arteriale si endoculare.

Exemplele prezentate demonstreazi ci prin continutul de micro-
elemente se méreste considerabil valoarea produselor apicole si cii micro-
elementele, participind la procesele metabolice, fermentative si vitami-
nice, contribuie la tratarea anemiilor, previn ateroscleroza, miresc fortele
imunologice, accelereazi procesul de tratare a unor boli si au proprietiti
gerontologice,

COMPOZITIA CHIMICA SI ACTIVITATEA BIOLOGICA
A PROPOLISULUI

S. E. PALMBAHA,
S. A. POPRAVKO
U.R.8.8.

Interesul crescind acordat propolisului in ultimii ani este deter-
minat de activitatea sa binlogici polivalentd. In legituri cu aceasta am
inceput studierea activitdfii biologice a principalului tip de propolis

54



adunat de albine in partea europeani a U.R.S.S. Acest tip de propolis
este caracterizat prin prezenta urmétorilor compusi : a-acetoxibetulencl,
5-hidroxi-4'7-dimetoxiflavoni, 3,5-hidroxi-4’7,~-dimetoxiflavoni, 5,7~
dihidroxi-3’4,~dimetoxiflavons, 5-hidroxi-4'7,~dimetoxiflavond, 5,7-dihi-
droxi-3'4,-metoxiflavona, 3,5,4’-trihidroxi-T-metoxiflavona, 4’,3,5,7,-tetra-
hidroxi-3’-metoxiflavona, 3,5,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona si este desem-
nat ca propolis de tip mesteacin.

Prin cromatografierea extractului alcoolic al acestui propolis pe
coloani de silicati cu activitate de gradul II, in sistemele de eter de pe-
trol-benzen si benzen-acetond, am separat 20 de fractii; fiecare a fost
supusi examenelor biologice pentru activitatea antimicrobianad pe urma-
toarele culturi: Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Streptococcus
faecalis, Candida albicans, Saccharomyces cerevisice, Bacillus mycoides,
Bacillus subtilis si Mycobacterium phlei.

Acest studiu a fost realizat prin metoda culturilor seriale folosind
aleoolul sau dimetilformamida. S-a aratat c¢a principala activitate anti-
microbiani se concentreazi in fractiile 7, 8 si 9. In mod concret, fatd de
Staphylococcus aureus este de 60—70 mg/ml. Studiul compozitiei chimice
a acestor fractii a arfitat pe de altid parte ci printre compusii lor prin-
cipali se numara : 5-hidroxi-4"7-dimetoxiflavona, 3,5-dihidroxi-4'7,-dime-
toxiflavond, 5,7-dihidroxi-3,4-dimetoxiflavond si compusii oleoeterici cu
greutatea moleculari 284. Unii din acesti compusi sint derivati ai 3-hi-
droxiflavonelor si se caracterizeazd printr-o activitate biologicd, insem-
natd, dar nu mai mare decit cea a fraciiilor initiale, care indicd fie
prezenta in acestea a unor compusi si mai activi, care se gisesc In can-
titate mica, fie o actiune sinergica a acestor compusi.

CONTRIBUTII LA CUNOASTEREA FRACTIUNILOR PROPOLISULUIL
GRAD DE ANTIOXIDATIVITATE (1)

D. POPESKOVIC
D. KEPCIJA

M. DIMITRIJEVIC
N. STOJANOVIC
IUGOSLAVIA

Studiyl aprofundat al propolisului, al activitatii biologice mai cu
seamy, va evolua in mod necesar in sensul separdrii sale de studiul
constituentilor sii. Anterior, noi am separat cu ajutorul cromatografiei
17 fractiuni (1) si am demonstrat anumite particularititi ale actiunii bi-
ologice ale fractiunilor de propolis aplicate diverselor celule filogene-
tice (2).

Existenta efectuluj antioxidant al propolisului a fost deja indicata
anterior in toto (3). Asupra proprietitilor antioxidative ale fracfiunilor
particulare ale propolisului nu am gasit date corespunzitoare in lite-
ratura.

Daty fiind marea importanti biologici a efectului antioxidant In
celulele fiintelor vii, se acordi astizi in domeniul stiinfei o atentie
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exceptionalsi combinatiilor ce au astfel de proprietati cici combinatiile
antioxidative impiedica oxidarea lipidelor din fesuturi (insoiitd de for-
marea peroxizilor toxici ai lipidelor) si, prin aceasta, ele concurd la sta-
bilizarea structurii si a functiei membranelor celulare (5). In plus, aceste
combinatii nu sint lipsite de interes pentru diverse domenii privind pro-
tectia resturilor alimentare impotriva oxidarii.

In aceasti lucrare, am testat citeva fractiuni de propolis in vederea
determinirii gradului efectului lor oxidant.

Material si metoda

Fractiunile de propolis au fost separate cu ajutorul cromatografiei
pe coloand, asa cum am indicat mai sus (1). Incercarile au fost executate
cu solutii de fractiuni de propolis, pe care le-am marcat in mod conven-
{ional cu ,,B¢, ,,D ,E¢ ,,Tp“ (propolis total), ,I% ,II" si ,,JII*. La 20 g
grisime de porc proaspit topitd, care a fost dozatd In mici recipiente
destinate dozirii si evapordrii, am addugat 2 ml de solutie (ceea ce in
medie corespunde la aproximativ 0,004%, de substanti uscatd) de frac-
tiuni de propolis indicate. Dupd omogenizare, esantioanele au fost plasate
fimp de 20 de ore intr-o etuvd la o temperaturd de 105°C. La fiecare 4
ore am luat esantioane pentru a determina numirul de peroxid. Aceasta
{pn) era determinat dupd metoda WHILER (4).

Rezultate si discutii

Asa dupd cum putem vedea din datele numerice ale tabelului 1,
fractiunile de propolis utilizate prezentau diverse grade de acfiune
antioxidanta.

Efect antioxidativ al fractiuniler propelisului exprimat in valoarea numarului de
percxid al substratului

Valori ale numérului de peroxid (pn)

Fractiune

D ). i !
de prepolis ata expunerii in etuvd la 105°C (ore)

4 8 12 16 20
B 1,35 2,22 2,98 7,70 15,78
D 1,19 2,45 3,04 8,87 22,23
E 1,37 1,40 1,47 2,60 3,10
Tp 1,05 1,10 0,76 1,20 1,85
I 0,34 0,57 0,76 0,88 1,26
II 0,43 0,55 0,85 0,78 0,87
I 0,57 0,68 0,94 1,55 3,42
Control 1,44 2,91 4,62 15,71 42,46

Fractiunile B, D, E, Tp apartin seriei experimentale g, in timp ce
fractiunile I, II, i III apartin seriei b.
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In seria experimentali a actiunea antioxidativd cea mai pronuntatd
apartine fractiunii Tp, apoi acest efect scade in ordinea: E, B si D.
Capacitatea fractiunilor testate de a impiedica oxidarea esantionului
martor poate fi reprezentati cu ajutorul expresiei : pn/K : pn/fractiune,
5i se pune in raport numeral ca cifre : 31,3 (Tp), 18,6 (E), 3,6 (B) si 2,6
(D), tinind seama de valori dupi trecerea a 20 de ore. Valorile fractiu-
nilor particulare in timpul acestui proces de oxidare a grisimii au de
asemenea o semnificajie analogi.

In seria experimentald b actiunea antioxidativi cea mai pronunfata
se referd la fractiunea II, apoi la fractiunea I, gi in final la fractiunea
I11. Valorile pentru expresia pn (K): pn (Fractio) dupa 20 de ore sint :
48,8 (II), apoi 33,6 (I) si 12,4 (III). Tncercirile executate in paralel asupra
unor concentratii mai mult, apoi mai putin ridicate decit concentratiile
anuntate arati ci efectul actiunii antioxidative a fractiunilor de propolis
supuse la Incercare depinde de concentratia lor (efectul foarte mare,
daci concentratia este foarte mare, si invers).

In aceasti fazd a cercetdirii, nu avem o explicatie obiectivd pentru
un astfel de comportament al fractiunilor, cici natura chimici a frac-
tiunilor noastre de propolis nu este incd suficient cunoscutid. Conform
datelor actuale ale literaturii, propolisul contine, aldturi de alte combi-
natii, tflavonoide active din punct de vedere biologic, despre care se stie
ci In diverse grade au un efect antioxidant (5) si astfel, rezultatele
noastre pot fi in parte explicate cu ajutorul faptului indicat. Acest efect
se explici de asemenea prin datele conform cérora cea mai mare parte
a combinatiilor polifenclice de origine vegetali (ceea ce propolisul si este
in marea sa parte) posedi o capacitate antioxidativi (5).

Concluzii

1. In aceasti lucrare am studiat efectul antioxidant al fraciiunilor
propolisului (Tp, B, D, E, I, II si III) de diferite concentratii dupa
modelul de oxidare a grésimii de pore proaspete, determinind numirul
de peroxid (pn).

2. Marimea efectului antioxidant al fractiunilor de propolis depinde
de specia si de concentratia lor ;

b} cel mai mare efect antioxidant apartine din seria e} fractiunilor
Tp si E, si din seria b} fractiunilor I si II.

2. Determinarea mai aminuntitd a fractiunilor de propolis cu efect
antioxidant mai pronuntat are o mai mare perspectivi pentru intrebuin-
tarea lor eventual in practica medicinii umane si veterinare decit Intre-
buintarea propolisului in toto.
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COMPOZITIA CHIMICA A PROPOLISULUI, ORIGINEA LUI
SI PROBLEMELE STANDARDIZARIL

S. A. POPRAVKO
U.R.S.5.

Baza succeselor viitoare pentru folosirea in practici a propolisului
este cunoasterea compozitiei lui chimice, a activititii biologice a dife-
ritelor componente si rezolvarea problemei standardizirii acestui produs.

Institutul de chimie a compusilor naturali al Academiei de stiinte
a U.R.5.5. a intreprins in ultimii ani un studiu intens in aceasti directie
ale cirui principale rezultate le vom prezenta in acest referat.

Compozitia chimieci

In cursul ultimilor ani s-a realizat un progres considerabil in cu-
nostintele referitoare la compozitia chimicid a propolisului. Pind in pre-
zent cunoastem structura chimici exactd a 18 componente ale propoli-
sului, iar 11 din ele au fost izolate si identificate in laboratorul nostru.
Mai jos sint figurate componentele principale identificate in propolis,
care formeazi cel putin Y3 din aceasti substantd, dizolvatd in alcool.
Dupi cum reiese din cele ardtate, principalele componente ale propoli-
sului sint cele de tip flavonoid, mai ales flavone (1—4), flavonoli (5—10)
si flavonone (11—14), In propolis s-au identificat si o terpend din grupa
cariofilenului — o-acetoxi-betulenol (15) si o aldehidd aromaticd —
izovanilina (16).

l=t‘o:oln

|
0

OH

Flavone
(1) Rl=H,R = H (chrizini)
(2) R2= Me,R = H (tectochrizini)
(3) R'=H,R = OMe
(4) R2=Me,R = OME
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Flavonoli

(53) R = H,R! = R? = Me (galangina)

(6) Ri{ = Me,R = R2=—H (izalpinini)

(7) Rt=M,R?=H,R = OMe

(8) R! = M,R? — Me,R = OMe

(9) R!=R? =H,R = OMe (ramnocitrin)
(10) R1=H,R2=H,R = OMe (kaempferid)

Flavonon:

(11) R1=R =H (pinocembrini)
(12) R?= Me,R ='H (pinosirobin)
(13) Rl = Me,R = OMe

(14) R=R*=H sau Me

Derivatele quercitinei

OCOCH, cHo CH=CH- COOH
A e
oH
\ cH, OR
o OCH,
? CH, o

{15) « acetoxi-betulenol (17) R=H
(18) izovanilini (18) R = ME

Majoritatea acestor componente au fost izolate pind acum din
diverse plante, iar unele, de exemplu (18) si (13), sint descrise pentru
prima data.

In propolis, dupi cum au constatat cercetitorii cehoslovaci CIZ-
MARIK si MATEL, se gésesc si acizi aromatici nesaturati, cafeic si felu-
ric {17, 18), caracterizafi prin activitate biologic.

Componentele pe care le-am izolat (3—4, 7—10, 12—16) sint ca-
racteristice prin faptul ci se gisesc in majoritatea tipurilor de propolis
care se colecteazi in principalele zone apicole ale U.R.5.5.
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Originea propolisului

Stabilirea structurii celor mai multe din componentele propolisului
si punerea la punct a unor metode cromatografice eficiente pentru
analiza lor au dat posibilitatea si se tipizeze compozitia chimici a mos-
trelor de propolis adunate in principalele regiuni apicole ale U.R.S.S.

Analiza cromatografici am facut-o pe plici cu un strat subtire de
silicagel Silufol, in sistemul de dizolvanii acetat de etil-benzen (1 :9) si
acetat de etil-heptan normal (2 :3). Spoturile corespunzitoare substan-
telor componente s-au relevat prin stropirea placilor cu acid sulfuric
concentrat, cu 0,5%; benzaldehidd si pe urmi prin expunere la 80°C
timp de 1—2 minute.

Aceste cercetdri au aritat ci aproape din fiecare 10 mostre de pro-
polis adunate de pe teritoriul european al U.R.S.S., 8 sint aproximativ
identice (aseméné&toare din punct de vedere al compozitiei chimice). Am
analizat aceste probe si pe baza analizei am demonstrat ci in mostrele
de acelagi tip se g#sesc permanent componentele 3—4, 7T—10, 12—i4
si 15.

Compozitia mentionati a mostrelor de propolis adunat de pe un
teriforiu geografic vast a indicat clar sursa relativ comuni a materiei
prime vegetale pe care o folosesc albinele la pregitirea acestei sub-
stante. Identificarea acestei surse pe baza principiilor taxonomiei chi-
mice si confirmarea ei prin analiza cromatografici a pértilor de plante
— polen, mugurii diverselor esente lemnoase, diferite secrefii ale plan-
telor, rédsini au arftat cd propolisul este mai mult un amestec de sub-
stante pe care le elibereazi mugurii de mesteacin in perioada de
repaus. Din extractele alcoolice din mugurii de mesteacdn (Betula ver-
rucost) am izolat si identificat aceleasi componente aproape in aceeasi
concentratie ca in propolis (3—4, 710, 13—15). In ceea ce priveste alte
componente, Inci neidentificate din propolisul de tipul indicat si din se-
cretiile de mesfeacan — apreciind dupa mobilitatea lor cromatografica.
sint de asemenea identice.

Pe baza acestor date tipul de propolis cel mai rispindit care ecu-
prinde compusii indicati, este propolisul de tip mesteacin.

Un alt tip de propolis foarte raspindit in partea eurcpeand a
UR.S.S. este propolisul de tip plop, deoarece compozitia lui chimica co-
respunde cel mai mult compozifiei secretiei mugurilor de plop (Populus
nigra). Acest tip cuprinde mai ales componentele 1, 2, 5—6 si 11. Ase-
minarea dintre compozitia chimicid a secretiilor mugurilor de plopi §i
cea a propolisului recoltat in Franta a ardtat-o incd de mult LAVIE si
colaboratorii lui, Cercetérile noastre cromatografice au confirmat aceastd
aseméinare, pe mulie mosire de propolis anume recoltat in zonele cu
plopi din {ara noastra.

Am descoperit incd o sursid vegetald de propolis. Analiza cromato-
grafica a ghemotoacelor de pe piciorusele albinelor, recoltate de pe o
planti neidentificatd pind acum, a aritat cd in aceasta sint prezentati
doi compusi cu Rf 0,40 si Rf 0,15 in sisternul de etil-heptan normal
(2:3). Ambele se coloreazi in rogu inchis dupid stropirea spoturilor
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cromatografice cu acid sulfuric concentrat, Substanta cu Rf 0,40, care
se giseste in majoritatea propolisurilor de tip mesteaciin, am izolat-o
in stare puri atlt din propolis cit si din incircitura de pe piciorusele
albinelor. Analiza fizico-chimici a indicat cd substania este un compus
aromatic cu greutate moleculara 284, gi cuprinde grupirile fenol si me-
toxi si gruparea carbonil neconjugati.

Sursele indicate peniru substantele ce alcituiesc propolisul sint,
in zona noasiri, accesibile albinelor din iunie pinid la sfirsitul sezonului.
in ceea ce priveste polenul ca sursi posibild de propolis, cercetirile
noastre au aritat cd ideea nu pare verosimild, pentru ci spectrul pole-
nului nu contine componentele caracteristice permanente ale propolisului
si deci teoria lui KUSTENMACHER nu poate fi justi.

Cercetarea aminuntiti a comporzitiei chimice a propolisului a con-
firmat deci definitiv nu numai originea lui vegetald, dar a dat si posi-
bilitatea sd se descopere numeroase specii de plante care oferi acest
produs valoros si important pentru viata coloniei de albine,

Problemele standardizarii propolisalui

Descoperirea componentelor permanente ale propolisului si a tipu-
rilor lui principale di posibilitatea si se rezolve problema difieild a
standardizarii acestui produs, In ceea ce privegte U.R.S.S., pe baza ana-
lizei cromatografice a numeroaselor mostre, aproximativ 90, strinse in
diferitele zone ale firii — exceptie ficind Extremul Orient, Asia Cen-
trald si Caucazul — s-a constatat ci In esentd existi 4 tipuri :

(1) tip mesteacin 65%),
(2) tip plop 15%
(3) tip mesteacin-plop 15%,
(4) diverse altele 5%

Deoarece propolisul de tip mesteacén si cel de tip plop constituie
practic majoritatea mostrelor si cuprind un mare numir de compusi
chelatogeni Inruditi structural cu cei fenolici, am pus la punct o metodd
care ne-a permis si stabilim rapid si pe cantitd{i de substantd foarte mici
(8—10 mg) originalitatea acestui produs. Folosind cantitéfi ceva mai mari
{0,1—0,5 g) putem stabili raportul componentelor lui principale si astfel
sa caracterizdm pe fiecare in parte.

Baza metodelor rapide de determinare sint reactiile de culoare ale
unei solutii aleoolice de propolis 0,1%, cu numerosi reactivi de complexare
(solutii apoase de clorurd de fier, de acetat de cupru, de acetat de plumb),
prin care se stabileste prezenta si cantitatea de flavonoizi componente
de tipul 11—13, ce sint permanent prezente in propolis in chalkone colo-
rate. In scopul caracterizirii diferitelor componente ale propolisului se folo-
seste absorbiia diferiti a acestora pe oxid de aluminiu (gradul II de acti-
vitate) precum si capacitatea lui de a se dizolva la maximum n ameste-
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eul cloroform-acetond (2 : 1), care, in cele din urmé permite determinarea
diferentiali cantitativid a partii de balast si, celei biologic active din pro-
polis.

PROPRIETATILE ANTIBIOTICE, ANTIFUNGICE SI
FITOINHIBITOARE ALE PROPOLISULUI

P. LAVIE
FRANTA

Propolisul este o substan{i résinoasd complexi, intrebuintatd de
cltre albine pentru a astupa fisurile stupului si a asigura etangeitatea
impotriva pétrunderii apei. Depus la intrarea stupului, el impiedici pa-
trunderea anumitor dusmani ai albinei prin urdinis. $i o altd intrebuin-
tare a sa este la fel de importanté : dacd lucrdtoarele omoard un dusman
in interiorul coloniei si daci acest cadavru este prea voluminos penfru a
fi expulzat, €l este acoperit cu propolis, ceea ce inldturd putrefactia si
orice mucegaire ulterioara.

Nu am s3 insist mai mult asupra bibliografiei privind propolisul,
aceasta este foarte voluminoasi si adesea are un caracter stiintific scizut.
Am si mi refer numai la citeva lucrari ce privesc valoarea antibiotica
sau utilizarea medicali a acestei substante. In ce priveste utilizarea
medicald, CAILLAS (1954) citeazi observatiile lui PARVEL, care a tratat
rinitii in timpul rdzboiului anglo-bur cu ,propolis vasogen“ (propolis
plus vaselini) si a observat actiunea sa cicatrizantd. ROOT citeazd obser-
vatiile a 58 de cazuri chirurgicale in care s-a intrebuintat acest produs
cu excelente rezultate in ce priveste asepsia plagilor. KIVALKINA (1948)
si HAMBLETON (1950) au pus in evidentd proprietitile bactericide ale
propolisului.

Dar cercetirile cele mai interesanie asupra antibioiicelor din pro-
polis sint cele ale cehilor FEUEREISL si KRAUS (1958). Acesti autori
au evidentiat activitatea diverselor extracte din aceastd substantd asupra
suselor de bacili ai tuberculozei.

Activitatea antimicrobiani a propolisului a ficut obiectul mai multor
Tuerdri in anii din urmi, mai ales in UR.S.S. si in tarile résiritene. In
LINDENFELSER (1987, 1989) din S.U.A. O trecere in revistd detailatd
asupra propolisului, publicatd recent de E. L. GHISALBERTI, cuprinde
176 de referinte bibliografice, din care doud treimi sint consacrate pro-
prietdtilor biologice si medicale ale acestei substante.

In ce ne priveste, am studiat propolisul sub diferite aspecte Incd
de acum 20 de ani, prima noti datind din 1957. In 1960 am publicat
primele fractionari ale substantelor bacteriostatice, antifungice i fito-
inhibitoare prezente in propolis. Lucrdrile noastre au continuat in cola-
borare cu echipa domnului BARBIER, Laboratorul de chimie a substan-
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telor naturale pentru izolarea substantelor active, precum si cu colabora-
torul meu, domnul GONNET, care a studiat in special actiunea fitoinhi-
bitoare si fitocidi a propolisului. Rezultatele acestor cercetiri figureazd
in 17 publicatii.

I. PROPRIETATILE ANTIBIOTICE ALE PROPOLISULUI

Am obtinut rezultate foarte incurajatoare incd de la inceputul
cercetdrilor mele ; extractelor apoase si alcoolice de propolis 1i s-au
addugat medii de culturd si au fost incercate pe 15 suse bacteriene. Pro-
polisul cules din stupinele statiunilor Institutului National de Cercetari
Agronomice (fie din regiunea pariziand, fie din sud-estul Frantei) mi-a
dat intotdeauna rezultate regulate, Acest propolis a fost extras prin doud
metode, cu apa si cu alcool etilic.

VERGE a remarcat o sensibilitate deosebitd a bacililor piocianici
la propolis ; ori, eu nu am constatat niciodatd vreo actiune bacteriostatici
a extractelor de propolis asupra lui Pseudomonas pyocyanea, dar am con-
statat ca si el o actiune pozitiva asupra lui Bacillus subtilis, Bacillus alvei,
nuld sau slaba asupra lui Salmonella, Escherichia coli (3 suse) Proteus
19. Dupé pérerea mea, aceste diferente se datoresc metodei de extractie
si originii esantioanelor.

KIVALKINA a2 gisit c¢& o culturd microbiani in contact cu o placa
de propolis este distrusd in putin timp, 10 minute — 20 ore, in functie
de sugele studiate. Intr-o alti serie de experiente, propolisul brut este
adiugat mediului de culturd in proportii variind de la 1,5% la 10%;. Un
anumit numéir de bacterii sint distruse, bacteriile sporogene necesiti o
dozd foarte mare de propolis. Extrasul apos obfinut prin incilzirea pro-
polisului in apa la bain marie, este de asemenea activ. In acest ultim
caz bacilul rujetului la porc este distrus in 30 de minute, dar alti bacili
rezistd doud siptimini. Dupi acest autor, propolisul posedd proprietdfi
bactericide sigure, dar foarte variabile in functie de bacteriile studiate,
cum de altfel am constatat si noi ingine. Dar aceste teste au fost efec-
tuate pe suse bacteriene foarte diferite de ale mele si de aceea eu nu pot
si compar rezultatele mele cu ale sale, in afari de cele privind bacilul
plocianic (suse neprecizate). Acest bacil este distrus, dupa autorul rus,
dupid 3 ore de contact cu propolisul topit, In timp ce, asa cum am sem-
nalat mai sus, eu nu am putut pune in evidentd aceastd actiune in incer-
cirile mele pe 3 suse de Pseudomonas pyocyanea (suse 3, 4 si 5 ale In-
stitutului Pasteur). Este de remarcat cd rezultatele lui VERGE au coincis
cu cele ale autorului rus.

In Roméania, DEREVICI si colab. (1964) au studiat de asemenea anu-
mite proprietiti biologice a 3 esantioane de propolis. Experientele lor in
vitro au fost realizate prin maceratie alcoolicd Ia frig $i la intuneric. Ex-
tractul este addugat unui bulion de culturd si in aceste condifii autorii
au observat o actiune de inhibare asupra a numeroase bacterii, dar nu au
obtinut aceleasi rezultate cu ale mele, Dar si in acest caz noi nu am
utilizat aceleasi suse pentru experiente.
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Am publicat de asemenea in 1960 rezultatele unei experiente com-
parative cu propolis recoltat in regiunea pariziand de citre Apis mel-
lifica, pe de o parte, si de o colonie de Meliponula bocandei in acelasi
mediu, pe de altd parte. Rezultatul arati cd propolisul recoltat de citre
albina domesticd este de doud ori mai activ decit acela recoltat de citre
meliponi pe douid suse bacteriene Proteus vulgaris si Bacillus subtilis
Caron. In 1963 in Brazilia AZEVEDO si FLECHITMANN au studiat de
asemenea substantele antibacteriene din propolisul de Apis melifica si
din materialele utilizate pentru construirea cuibului la Melipone. Dupa
acesti autori toate extractele posedi una sau mai multe substanie bacte-
riostatice ; cel mai bun solvent este alcoolul ; extractele de propolis ale
albinei domestice sint cele mai inhibitoare, depéisesc cu foarte mult cele-
lalte extracte. Este important si reamintim cid propclisul de Apis mel-
lifica recoltat In Brazilia inhibd dezvoltarea lui B, Subtilis, Mycobacte-
rium smegmatis si S. aureus si, dimpotriva, extractele sint total inactive
asupra lui E. coli.

Asa cum am viazut in cele citeva exemple citate, extractele de pro-
polis au proprietdti antibacteriene sigure, dar foarte variabile conforn
originii produsului sau modului de extractie. VERGE gi HAMBLETON
deja, considerau ci propolisul de origini diferite nu avea aceeasi com-
pozitie chimicid si aceeasi valoare antibiotici. Pe de alti parte, eu am
gasit cii esantioanele de propolis de proveniente diferite nu au o valoare
antibiotici constantd, Acest fapt este explicabil deoarece originea propo-
lisului este complexd, GHISALBERTI a intocmit un tabel cu cei 34 de
constituenti ai sii, izolati de citre diferiti autori, in varietiti de propolis
de origini geografice diferite, recoltate de citre rase de albine diferite
si pe plante diferite. In ce mi priveste, am lucrat numai cu propolis de
origine francezi.

In tara noastrd, s-a admis ci propolisul provine din muguri de
plop ; ori, se pare cii albinele recolteazi propolisul de pe numerosi mu-
guri de arbori pe care-i gisesc In diferite perioade ale anului si nu numai
pe salicinae. Cu toate acestea, nu este mai putin sigur ci plopul este
sursa cea mai importanty de propolis. De altfel, mugurii de plop sint
singurii care furnizeazd la extractie un reziduu cu miros caracteristic
de propolis. JAUBERT a ardtat incd din 1927 inrudirea propolisului cu
mugurii de plop care posedd si el un colorant, chrizina sau 1-3 dioxi-fla-
vona. O alti dovadi a relatiei strinse intre mugurii de plop gi propolis
ne-a fost furnizati de lucririle lui VUILLAUME (1958). Acest autor a
aritat cd extractele de propolis si extractele de muguri de Populus nigre
inhibau consfruirea botcilor in colonia de albine.

In rezumat, se poate conchide cd numeroasele substante identice,
odorante, ete., se gisesc In propolis gi In mugurii de plop.

- M-am gindit ci este util s& compar activitatea antibioticd a pro-
polisului din stupi cu aceea din substantele produse de arborii de pe
care albinele au cules rasini.

’ Extractele de muguri de plop seamini cu acelea ale propolisului
si posedi mai ales un pH apropiat, acelasi mires si se conservd timp de
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mai multe luni in frigider. Antibioticul de Populus nigre este hidroso-
lubil, alcoolosolubil gi termostabil ca gi cel de propolis. Dar aseminarea
intre cele doui corpuri tine in principal de similitudinea lor de actiune
antibiotici asupra unei serii intregi de suse bacteriene.

Numerosi autori au considerat cid propolisul este diferit de r&si-
nile mugurilor de arbori din cauza adaosului de anumite substante de
citre albine. TUn studiu comparativ al diverselor substanfe antibacte-
riene ale stupului ne-a ardtat ci nu existi nici un fel de relatie intre
substanta glandelor faringiene secretatd de cétre albine si propolis. Rési-
nile recoltate pe plante sint in mod sigur modificate in stup si de citre
albind, dar nu este un simplu adaos de secretii ale glandelor insectelor
ce intrd In joc.

O incercare de izolare si de identificare a substantelor active con-
tinute in propolis a fost efectuati in colaborare cu BARBIER gi echipa
sa. Inci de la inceputul Incercirilor noastre, am constatat ci activitatea
antibacteriani se datora prezentei substantelor flavonoide din propolis
(flavone, flavonone). Primul constituent activ pe care l-am izolat in
1964 este 3, 5, 7 trihidroxiflavona sau galangina (VILLANUEVA, BOG-
DANOVSKI, BARBIER, GONNET si LAVIE). Chrizina a fost izolatd din
propolis de citre JAUBERT in 1927. Noi am confirmat prezenta ei ca
i cea a tectochrizinei, afars de substanta flovonoidd din mugurii de plop
izolati de citre PICARD in 1873. La rindul lor, EGGER si TISSUT au
identificat si izolat din mugurii de Populus nigrae doud flavonole si o
flavononi, Este vorba de galangini si de izalpinind, pe de o parte, si de
pinocembring, pe de alti parte. In 1969, am identificat si izolat la rindul
nostru izalpinina si pinocembrina din propolis. Experientele au demon-
strat ci pinocembrina reprezintd a doua fractiune bacteriostaticd a
propolisului dupd galangind. Dimpotrivd, izolpinina nu manifestd o
astfel de proprietate si este inactivd ca si chrizina si tectochrizina.

Ansamblul acestor rezultate ne conduc in mod foarte precis la
originea propolisului nostru, deoarece 5 substante flavonoide sint comune
mugurilor de plop si propolisului. P. POPRAVEKO (1977) confirmi
aceasti tezd si adaugid pe de alti parte ci mugurii de mesteacin contin
substante foarte apropiate de acelea ale mugurilor de plop. Acest autor
a efectuat Iucréri foarte aminuntite asupra determindrilor si izoldrilor
corpurilor prezente in muguri si In propolis. 34 de constituenti izolati
din propolis de citre diferiti autori au fost regrupati in tabelul publicat
in 1979 de citre GHISALBERTL

II. PROPRIETATILE ANTIVIRALE ALE PROPOLISULUI

Dupd POPRAVEKO, activitatea antivirald a extractelor de propolis
a fost demonstratd intr-un numér mare de experiente. In cadrul pri-
mului Simpozion international asupra propolisului de la Bratislava, in
1972, s-a prezentat o lucrare foarte interesantd cu acest subiect. BOJ-
NANSKY si KOSLJAROVA au ariitat acfiunea de inhibare a extractelor
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de propolis asupra virusului mozaiculuj tutunului. Lrucriri anterioare au
aritat cA anumite substante flavonoide posedau de asemenea o acfiune
antivirald asupra sugelor patogene de animale. Se consideri ci sub-
stantele active sint apigenina, acacetina si pectolinaringenina. Primele
doud substante sint prezente in acelasi timp si In mugurii de plop si
in propolis,

1II. PROPRIETATILE ANTIFUNGICE ALE PROPOLISULUI

Singur propolisul are in stup o activitate fungici foarte importanta.
Incid din 1960, am remarcat ci exiractele de propolis impiedicau dezvol-
tarea anumitor Penicillium si Aspergillus dacd li se addugau medii de
culturi. Experientele ullerioare ne-au confirmat ci propolisul poseda
multe calititi reale antifungice. Recent, METZNER si colab. (1975) ai
ardtat ci din cei 26 de componenti ai propolisului, numai pinobankina-3-
acetat, pinocembrina, esterul benzilic al acidului cumaric, sakuranetina si
acidul cafeic au o activitate antifungicd semnificativa.

1V. PROPRIETATILE FITOCIDE ALE PROPOLISULUI

1) Proprietitile antigerminative ale propolisului in ce priveste
varietitile de polen

Acum vreo doufizeci de ani nu se cunostea pentru ce polenul stocat
in faguri de citre albine nu germina in stup, unde temperatura si higro-
metria sint favorabile unui astfel de proces. Se stie cd polenul pierde
foarte rapid in stup facultitile sale germinative si, dupd 5 zile de sto-
caj in celule, nu mai poate germina. Acest polen amestecat cu nectar si
cu secrefiile albinelor este depus in alveole si suferd atunci numeroase
transformaéri. Nu este in intentia noastrd sé expunem aici acfiunea diver-
selor produse ale stupului asupra sorturilor de polen, dar eu am reluat
si completat aceste lucrdri (1960). Cu aceasti ocazie, am remarcat ci
extractele de propolis, netestate de citre MAURIZIO, erau de asemenea
active pentru diferite specii de polen.

2) Actiunea fitoinhibitorie si fitocidd a propolisului asupra fanero-
gamelor

Substantele care inhibi germinatia semintelor sau cresterea plan-
telor sint in general asem#nitoare din punct de vedere chimic cu
anumite antibiotice. Ne-am gindit si testdim extractele de propolis In ce
priveste germinafia semintelor sau cresterea la plante si tuberculi de
cartofi. Prima noastri Iucrare publicati in 1960 (GONNET si LAVIE) a
marcat inceputul acestui studiu asupra fitoinhibitorilor prezenti in pro-
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dusele stupului si la albind. GONNET (1966) a completat toate aceste
rezultate ¢i a dat l&muriri asupra modului de actiune a exiractelor de
propolis asupra plantelor. Experiente complementare au permis lui
GONNET s confirme existenta actiunii fitocide a propolisului brut. El
a demonstrat de asemenea ci extractele de propolis nu erau de fapt
inhibitoare ale germinirli, aga cum em ardtat noi In mod initial
81 aga cum a observat si DEREVICI. Experieniele pe liptuci ,,Batavia®
au pus In evidenfd cd extractele de propolis (amestecate cu mediide
culturd) blocau sau incetineau cresterea tinerelor plante dupid r#sirire.
S-au repetat experientele pe o intreagi serie de seminfe de specii dife-
rite cu aceleasi rezultate (rapif#, trifoi rosu, floarea soarelui, creson,
griu, etc.). In concluzie, propolisul recoltat de citre albine este un inhi-
bitor puternic al cregterii vegetale. Fenomenul rimine in parte inexpli-
cabil, totusi poate fi avansati o ipotezd: risinile care stau la baza
propolisului si acoperdi mugurii anumitor arbori participi fir3 indoiali
la fenomenele de latents, ele joaci un rol inhibitor natural in crestere
51 impiedicd inflorirea prematuri a vegetatiei, Ne riimine si determinim
grupul de substante cirora li se datoreazi fitoinhibitia. Stim numai ci
galangina care participd, asa cum am vdzut, la actiunea antibacteriani
a extractelor de propolis nu are nici o putere fitoinhibitorie (GONNET,
1966). POPRAVKO (1976) a studiat la rindul siu acest aspect privind
propolisul si exudatfii mugurilor de mesteacin si a izolat citiva compusi
fitoinhibitori.

V. ALTE PROPRIETATI BIOLOGICE DIVERSE ALE PROPOLISULUI

Am frecut in revisti anumite actiuni biologice ale propolisului ce
ni s-au parut interesante si pentru care am efectuat lucridri personale.
In acelasi timp, propolisul posedi un anumit numir de alte proprietiti
care nu sint lipsite de interes.

1. Proprietitile cicairizante ale propolisului

Aceste proprietati au fost utilizate Incid din antichitate. Lucrari
mai recente confirmi aceastd activitate a propolisului, cum sint cele ale
lui SUTTA si colab., {1975) In Cehoslovacia, care au testat cu succes va-
loarea extractelor alcoolice asupra rinilor practicate experimental pe
oi. Alti autori au aritat eficacitatea acestei substante la om in trata-
mentul arsurilor de gradul doi, dermitelor si eczemelor microbiene
(DEREVICI 1966, MORDOUTSEV si colab., 1873, USINNIKOV 1965,
HACIATUROV, 1969). Plagile pacientilor tratati cu extracte de propolis
au aridtat un proces favorabil formaéarii epiteliului in comparatie cu alte
medicamente, Propolisul a fost utilizat pe scard largd in timpul celui de
al doilea rézboi mondial in U.R.S.S. gratie calititilor sale cicatrizante si
de regenerare a tesuturilor (HANDROS).
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2. Proprietitile anestezice ale propolisului

Proprietitile antialgice ale propolisului au ficut obiectul a nume-
roase lucrari. PROKOPOVICI si colab., au studiat In 1965 efectul anes-
tezic al acestui produs in solutie alcoolicid asupra corneei de iepure.
Ei au aratat, ca gi alti autori, ci efectul sfu era mai puternic decit
acela al cocainei si mai cu seamnd decit acela al procainei. S-a observat
de asemenea un efect sinergic al propolisului si al procainei. Alte expe-
riente au aridtat ci solutiile de propolis 1%, erau de 4 ori mai eficiente
decit procaina, lucru observat In anestezia broagtelor. Autorii au re-
comandat Intrebuinfarea propolisului in anestezia locala in cazul in-
terventiilor chirurgicale dentare. TODOROV si colab. (1968) au conchis
pe de altd parte ca extfractele apoase de propolis posedid o acfiune perife-
rici asupra membranelor oculare mai mare decit cocaina. Alte lucrari
au dat rezultate similare si utilizarea practicd a extractelor de propolis se
efectueazd de mai mul{i ani, fie in chirurgia dentard fie in chirurgia
veterinari in U.R.S.S.

3. Proprietitile antioxidante ale propolisului

Calitdfile antioxidante remarcabile ale propolisului au fost studiate
de citre DUSKALOVA si MURIHNICI (1975) si de cidtre BERNGARD
(1976) in U.R.S.S. Autorii au pus in evidents proprietitile antioxidante
ale propolisului, acestea variind in functie de extracte, de concentratia si
de natura produsului de conservat.

4, Propolisul si proprietitile sale inhibitorii ale constrairii botcilor
de citre albine

Asa cum am semnalat deja la Inceputul luecririi noastre, VUIL~
LAUME a studiat in 1958 substantele inhibitorii pentru construirea bot-
cilor in stupii orfani. Autorul a demonstrat cid extiractele alcoolice si
apoase de propolis, si cele de muguri de plop erau foarte inhibitoare in
construirea boteilor. Aceastd proprietate este de o mare importantd pentru
comportamentul din interiorul coloniei de albine.

5. Toxicitatea propolisului

Relativ putine cercetidri au fost intreprinse pentru a determina
toxicitatea propolisului si a extractelor sale .In principal este vorba de
cazuri de hipersensibilitate a omului la propolis, BUNNEY (1968) indica
cd la apicultori se intilneste un caz de alergie la 2.000. Totusi s-a ob-
servat ci pacieniii care au folosit propolis timp mai indelungat riscad
si aib3 probleme de ordin respirator. Este prudent deci sd se ia anumite
precautiuni in aplicarea per os sau a pulverizirilor si aerosolilor pe
bazi de propolis, Vor trebui intreprinse studii complementare asupra
toxicitdfii propolisului.
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Interesul manifestat fatd de propolis de citre numerogi autori in
anii din urmj arati ci este vorba de o substantid naturald remarcabila.
In primul rind ea impiedicd, intr-o carecare misurd, in interiorul stu-
pului, dezvoltarea bacteriilor i a ciupercilor si stagneazd, pe de altd
parte, germinarea polenului stocat. De altfel, se pare ci, de multd vreme,
propolisul a fost utilizat empiric cu succes de citre om gratie proprie-
tatilor sale cicatrizante, antibiotice, antifungice si antialgice. De doufizeci
de ani progresul a fost rapid in cunoasterea acestei substante si a diver-
gelor sale Intrebuintiri. Totusi, noi considerdm, la fel cu POPRAVEKO
(1977) si GHISALBERTI (1979), ci trebuie intreprinse multe alte studii
asupra propolisului pentru a evita anumite esecuri ale utilizérii sale in
domeniul medical. Mai avem nevoie de informatii complementare asupra
originii vegetale si geografice, a comporzitiei diverselor sorturi de pro-
polis desi ele sint relativ similare (POPRAVEKO, 1977). Este de dorit
o punere la punct a noilor metode de fractionare gi de standardizare a
extractelor utilizate in dieteticid si In farmacie. Nu trebuie de asemenea
pierdut din vedere ci s-au efectuat putine lucrdri relative la toxicitatea
propolisului.

Dar interesul suscitat de aceastid substantd este mare si lucrérile
recente sint numeroase si juste. De exemplu, meritid toatd atentia publi-
catia lui RICCIARDELLI D’ALBORE (1979). Autorul a ardtat posibili-
tatea de a utiliza metodele de analizd palinclogicd pentru a defini ori-
ginea vegetald si geografici a diferitelor varietiti de propolis, ceea ce
ar putea permite o mai buni alegere a esantioanelor.

fn incheiere, ag dori si precizez ¢i, daci propolisul este o substanti
dotatd cu proprietifi foarte interesante, nu trebuie exagerati intrebuin-
tarea sa, considerind ci el poate vindeca toate suferintele noastre. Un
ultim exemplu ne va aréita ci trebuie si fim prudenti In extrapolarea
anumitor rezultate, Noi am aratat (LAVIE, 1960 si BIZARD, SAURAT,
CHANTAL si LAVIE, 1968) ci, chiar daci propolisul si galangina erau
active in vitro asupra lui Bacillus larvae, agent al locii americane, aceste
substante nu erau capabile si invingd boala atunci cind s-a incercat
tratarea coloniilor de albine in conditii naturale. Un coleg american,
LINDENFELSER, a publicat de altfel o lucrare cu acelasi subiect, ajun-
gind la aceleasi concluzii in witro : propolisul nu poate si fereasci stupul
de infectarea cu Bacillus larvae.

ASPECTE FIZICO-CHIMICE, BACTERIOLOGICE
SI FARMACODINAMICE PRIVIND PROPOLISUL
M. MARIN
ROMANIA

In vederea utilizdrii propolisului si preparatelor pe bazd de pro-
polis in scop medical se impun cercetiri farmacodinamice, farmacologice,
farmacochimice, bacteriologice, ete. pentru a fundamenta gtiintifie multi-
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plele lui actiuni. In acest scop au fost intreprinse cercetiiri ale ciror
rezullate le relatim in continuare.

Opiniem ci cercetirile asupra propolisului si se faci pe omogenat
de propolis, recoltat dintr-o zon# geograficid mare (regiune, tard) intrucit
in practica producerii medicamentelor, realitifile impun si fie produse
cu propolis de colecturad si numai acesta poate fi standardizat.

Cercetiri fizico-chimice

— Determinarea punctului de topire — pentru determinarea punc-
tului de topire s-a folosit metoda tuburilor capilare. Determinérile
repetate au condus la concluzia ci punctul de topire al propolisului (cu
aceasti metodd) este de 81—83°C.

— Radiotransparentd — propolisul brut, propolisul purificat (ex-
tract spiss), solutia alcoolicd si emulsia apoasd sint usor rgdioopoce fapt
demonstrat radioscopic gi radiografic.

— Solubilitate — Propolisul este practic insolubil in apid. FEste
solubil in alcool etilic concentrat, alcool-eter, eter, acetond, benzen, pro-
pilen glicol, partial in uleiuri vegetale. Este solubil in alcalii si insclubil
in acizi

Solventul cel mai util pentru necesitifile practice este alcoolul
etilic concentrat — 95°

In timpul solventiirii (24 ore) se procedeazdi la agitiri repetate.
Dupa limpezire se face decantarea solutiei de alcool propolizat. Solutia
de alcool propolizat (tincturd) se concentreazid in vid pind la obtinerea
unui extract moale (spiss). In scopuri de laborator concentrarea se poate
face si cu un curent de aer la temperatura camerei.

Extractul moale obtinut se solubilizeazd bine in solventil mai sus
mentionati.

— Prepararea emulsiei de propolis — Emulsia de propolis este
foarte utild In scopuri experimentale In farmacodinamie, bacterioolgie
si in cele de farmacoterapie.

Cea mai buni si stabili emulsie se prepard din solutia alcoolici de
popolis cu apd distilata.

Serul fiziologic si apa obisnuiti formeazi cu solutia alcoolicid de
propolis emulsii putin stabile.

Pentru cercetirile de laborator si practica terapeutici se consider3
propolisul concentrat — spiss, 100%,, iar concentratia de alcool din
emulsii se calculeazd realizind dilutiile dupi tabelul de dilutii alcoolice
din farmacopee.

Investigatiile noastre au ardtat cd In prezenta serului sanguin,
emulsiile de propolis isi pédstreazi multid vreme stabilitatea. Acest fapt
este important atit pentru sudiile farmacodinamice, cit $i pentru tera-
peutici.
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Cercetiri bacteriologice

Au fost efectuate antibiograme prin metoda cupelor in agar obti-
nindu-se rezultatele mentionate in tabelul urmitor :

Emulsie . Miere pro-

Nr. Denumirea germenutui propolis Alcool polizati Miere
(alc. 109 10° (s0l. ale. 109 simpla
1 Staphyloccocus aureus -f--- — 4+ 4+
-2 Streptoccocus —++4 — B R
3 B. anthracis L — +4 L
4 Erisipelothrix rusihopazhiae St — 0 0
5 B. coli — — =+t —+-4
6 Streptoccocus apis —_ — ] 0
7 B. alvei —_ — 0 1]
8 B. larvae —_ — 0 0
9 B. combicis + — 0 [}
10 - Streptoccocus bombicis -+ — 0 0
+=2-3 mm de la marginea cupei +-+—+4 =20—25 mm de la marginea
cupei
+4-=3—5 mm de la marginea cupei 0 = necercetat
44 =5—20 mm de la marginea cupei — = negativ

Cercetiri farmacodinamice :

Toleranta pe cale generald, per os si intravenos.

Injectindu-se la iepuri pe cale intravenoasi cite 5 ml emulsie pro-
polis (alcool 10°), timp de 7 zile, animalele au suportat substanfa far&
modificdri clinice.

Injectarea la cai, cite 50 ml emulsie de propolis (alcool 10°), pe
cale intravenoasi a condus numai la o ugoard accelerare a pulsului si
respiratiei, aceasta avind si o amplitudine méirita.

Cercetirile histologice efectuate la clinii injectati intravenos, cu
emulsie alcoolici de propolis (10° alcool), cite 10 ml, timp de 7 zile,
au pus in evidentd focare de necroza. _

Administrarea per os la ciini, cite 100 ml emulsie de propolis
(alcool 10°) timp de 7 zile nu a condus la modificiri in starea generald.

— Actiunea emulsiei de propolis (alcocl 10°) pe cale intravenoasé,
in cantitate de 2,5 si 5 ml la clinii narcotizati cu cloralozi, a determinat
o scidere a tensiunii arteriale gi cregterea in amplitudine a respirafiei.
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— In caz de narcozi profundi cu instalarea apneei, respiraia a
fost redresati prin injectarea intravenoasi a 5 ml emulsie de propolis.

— Asupra cordului de broascd ,in situ“ emulsia de propolis are
actiune cronotropi negativi (rérirea contractiilor) si inotropd pozitiva
(marirea puterii de contractie a muschilor cardiaci). Martorii cu alcool
nu au manifestat decit un usor cronotropism negativ.

— Asupra duodenuluj izolat de iepure emulsia de propolis a actfio-
nat prin diminuarea tonusului si amplitudinii.

Cercetirile efectuate pun in evidenti o parte din actiunile bac-
teriostatice gi farmacodinamice ale propolisului si servese explicirii stiin-
tifice privind utilizarea propolisului in diferite domenii ale apiterapiei.
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Capitolul .

CERCETARI EXPERIMENTALE
ASUPRA PROPOLISULU!

EFECTELE INHIBITORII ALE PROPOLISULUI
ASUPRA UNOR VIRUSWRI ALE PLANTELOR

V. BOJNANSKY

V. KOSLJAROVA
CEHOSLOVACIA

Propolisul este utilizat de albine pentru etangeizarea stupului,
netezirea si lustruirea peretilor celulelor din faguri, intirirea ramelor,
propolizarea animalelor sau insectelor moarte pe fundul sau pe peretii
stupului, La producerea lui contribuie diferite cleiuri, risini si substante
colorante, pe care albinele le culeg din naturd si le duc in stup, precum
si particule nedigerate din grauncioare de polen, ceard si subsiante
minerale.

Culoarea propolisului este variatd : verde, verzui-castanie, maro-
nie, galben-maronie, bruni pini aproape de negru. Propolisul are o
densitate mai mare decit a cerii de albine, iar dacd este pus In apa se
scufundi. Este insolubil in api si numai partial solubil In alcool; se
dizolva usor in eter si cloroform. La temperaturi mai ridicate se inmoaie
si devine lipicios. Se topeste la 60—69°C.

Propolisul are puternice efecte bactericide si bacteriostatice. Mi-
nuscule cadavre din stup invelite in propolis nu putrezesc. Actiunea
propolisului se datoreste in mare misurd compozitiei sale chimice. Efec-
tele sale anestezice sint excepfionale : de 3,5 ori mai mari decit ale
cocainei si de 5,2 ori mai mari decit ale novocainei. Pentru aceste calitdfi
propolisul isi giseyte largi utilizdri In medicina veterinard si umani
{CURYLO, 1970).

In virologia vegetald, unde se pune de asemenea problema agen-
{ilor patogeni, nu existd, pind in prezent, informatii referitoare la expe-
riente cu propolis, De obicei, se lucreazi cu inhibitori — substante care
suprimi infectia, sau reduc inmultirea virusului in celulele plantei afec-
tate. Este vorba de substanie de naturi atit organicéd cit §i anorganici,
pure din punct de vedere chimic, precum §i de substanfe cu caracter
complex, nedefinite din punct de vedere chimic. Printre cele din urma
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se numird, mai ales, extractele din diferite specii de plante, tratamentele
cu lapte acru s.a. Putem clasifica propolisul printre sybstante cu carac-
ter inhibitor.

Metoda si rezultate

Pentru scopurile noasire experimentale, ne-am procurat propolis
de la un apicultor din Bratislava. Am preparat o solutie 10%, agitind
timp de 30 de minute un flacon cu etanol 25%; si propolis. Solutia a fost
lasati in repaus timp de 24 ore, apoi a fost agitati din nou si filtratd
prin tifon, pentru a se inldtura impuritidtile grosiere, Dupd stabilizare,
s-a instalat o culoare castaniu inchis. Solutia de propolis astfel obtinuti
a fost conservati la adipost de luming, la o temperaturi de —3 pinid
la 9°C.

Pentru experimentele cu propolis am utilizat trei specii de virusuri :
virusul mozaicului castravetelui, izolat din Phytolacca americana (KOSL-
JAROVA, BOJNANSKY 1972), virusul pitiri tutunului si virusul nec-
rozei tutunului, izolat din salba moale (Evonymus europaea) — (BOJ-
NANSKY si KOSLIAROVA, 1968). Pentru primele lucriri am folosit o
solutie de 10%, de popolis in etanol 25%.

In prima experienti am utilizat diferite moduri de aplicare, dupi
cum urmeazi :

a) inocularea frunzelor de fasole (Phaseolus vulgaris) albi cu vi-
rusul mozaicului castravetelui sau cu virusul patirii tfutunului, eventual
inocularea frunzelor castravetelui (Cucumis sativus cv. delicates) cu
virusul necrozei tutunului, iar dupid 5 minute — aplicarea unei solutii
de 10%, propolis pe frunzele inoculate ;

b) aplicarea, pe frunzele de fasole sau pe frunzulitele germinative
ale castravetelui, a unei solutii de propolis 109, iar dupi 5 minute —
inocularea cu virusul corespunzitor ;

¢) amestecarea inoculului de virus cu o solutie de propolis 10%; in
proportie de 1 :1;

d) inoculul de virus de control (martor), fard utilizarea propolisului,

Sensibilitatea cea mai redusd a fost evidentiati pentru virusul
mozaicului castravetelui, iar eea mai ridicati — pentru virusul necrozei
tutunului. Procedeul de inoculare a virusului plus aplicarea ulterioard a
propolisului a prezentat eficienta minimi. In cazul acestui procedeu,
numirul de leziuni de pe frunze a fost redus cu 20—25%, in comparatie
cu martorul, Mai eficientd s-a dovedit aplicarea amestecului de virus —+
solutie de propolis pe frunzele de fasole si pe frunzulitele germinative
ale castravetelui, prin aceeasi operatie, imediat dupi amestecarea celor
doud componente. Prin acest procedeu, numairul leziunilor s-a redus cu
36—62%,. Efectul maxim a fost asigurat de aplicarea solutiei de propolis
pe frunzele plantelor testate, urmati, la interval de 5 minute de inocu-
larea cu virusul corespunzitor. In acest caz, numirul leziunilor a sciizut
cu 62—=85Y).
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In cazul celei de-a doua experiente am utilizat virusul cu cea mai
mare sensibilitate, respectiv virusul necrozei tutunului, precum si cel
mai adecvat procedeu de aplicare — aplicarea pe frunzulitele germina-
tive ale castravetelui a unei solutii de 10%, propolis si, apoi, inocularea
cu virus. In comparatie cu martorul, am obtinut o reducere de circa 57%
(graficul 2, A). Virusul necrozei tutunului a provocat, pe frunzulitele
germinative ale castravetelui, leziuni necrotice cu caracter pronuntat
local si ugor numdérabile, dar virusul a patruns in intreaga plantd. Prin
aceasta am intentionat si verificim cit de rapid ajunge si se reproduce
virusul In ridacini, tije, frunzulite si frunzele castravetelui. In scopul
amintit, am efectuat o noud inoculare (dupid 17 =zile), folosind sucul
extras din diferite parti de plantuti, atit din materialul martor cit si
din cel ciiruia i se administreazd propolis.

In r#idicinile materialului tratat cu propolis s-a inregistrat o can-
titate de virus de circa 12 ori mai micd declt In rdd&cinile materialului
martor. In tijele materialului tratat s-a evidentiat o cantitate de circa
doud ori mai redusi de virus, comparativ cu frunzulitele germinative
ale materialului martor. In frunzele adevirate ale castravetelui nu a mai
fost inregistrati prezenta virusului — in cazul materialelor tratate cu
propolis, in timp ce In materialul martor a apirut, chiar daci in can-
titate relativ redusi, respectiv circa 5% fafi de frunzulitele germinative
ale materialului martor- -

A treia experientd a fost efectuatid tot cu virusul necrozei tutunului,
pe frunzulite germinative de castravete. Scopul experientei a fost si se
determine posibilititile de diluare a propolisului, eventual reducerea
efectului propolisului in functie de sporirea diluirii. Prima parte a ex-
perientei a fost efectuati cu concentratii mai mari, respectiv 10%,, 19,
si 0,1%, in trei serii succesive. Cea de-a doua parte a testului s-a rea-
lizat cu concentratii inferioare, respectiv 10~2 pina la 105, in doui serii
succesive. In comparatie cu materialul martor, am obtinut, in aproape
toate cazurile, o diminuare sub 50%,.

In cursul celei de a patra experienfe am folosit virusul clasic al
mozaicului tutunului, care prezinti particule virale in form# de basto-
nag. Au fost utilizate doud specii de tutun, respectiv Nicotinia rustica
si Nicotinia glutinosa, pe frunzele ciirora virusul inoculat formeazi le-
ziuni necrotice ugor vizibile, La N. rustica, frunzele au fost tratate cu o
solufie de propolis in concentratie de 1075, iar dupi un interval de 24 de
ore s-a inoculat virusul mozaicului tutunului. In cazul N, glutinosq, viru-
sul a fost inoculat abia dupi trecerea a 48 de ore.

In primul caz al acestei serii de experiente, numirul de leziuni
a scizut cu 65,5%, in cel de-al doilea caz — cu 56,3%,, ceea ce cores-
punde in mare (finind seama de inocularea tardivi a virusului dupi
administrarea propolisului) efectului inhibitor al propelisului asupra viru-
sului sferic al necrozei tutunului.

In cadrul celei de-a cincea experiente am verificat sensibilitatea
propolisului, eventual mentinerea efectului siu inhibitor asupra wviru-

surilor plantelor, in urma unor incilziri cu intensitate $i duratd diferite.
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In cursul experientei s-a lucrat cu doud virusuri, respectiv cel al necro-
zei tutunului si cel al patarii tutunului infrebuint{indu-se temperaturi
de 60°C, 80°C si 100°C, timp de 5, 10, 20, 30 si 60 minute.

Propolisul in concentratia de 10— a fost incalzit o anumitd durata
de timp la temperatura corespunzitoare in eprubete cu pereti subtiri,
pe o bale de apa, iar Tnainte de administrare a fost ricit sub un jet de
apa curentd, Ca material martor au fost utillzate plante netratate cu
propolis,

Eficacitatea propolisului a fost minimum afectatd la temperatura de
60°C si maximum la temperatura de 100°C. La virusul p#tarii tutunului,
o incélzire de scurtd duratd (20 minute) la temperatura de 80 si 100°C
a redus eficacitatea proplisului mai mult decit incilzirea timp de 60
minute. In eazul virusului necrozei tutunului s-a observat un efect ase-
ménétor la inecdlzirea timp de 10 minute (la 80°C), eventual timp de 20
minute (la 100°C). In concluzie, se poate afirma ci propolisul isi pis-
treazi in mare parte efectul inhibitor asupra virusurilor, chiar si dupi
ce a fost supus o perioadd mai indelungatd la temperaturi inalte, ceea
ce inseamnd cd efectul inhibitor al propolisului se distinge printr-o mare
stabilitate.

Discutii

Pind in prezent nu au existat informatii despre utilizarea si expe-
rimentarea efectului propolisului asupra virusurilor plantelor. Presupu-
nem ci rezultatele noastre constituie primele informatii in acest sens.

Propolisul utilizat a demonstrat, fard echivoc, efectele sale inhibi-
torii asupra tuturor celor patru fito-virusuri care s-au experimentat, si
aceasta intr-o proportie remarcabild. Trei specii de virusuri posedid par-
ticule sferice, dar, In pofida acestei asemaniri, se pare cid sensibilitatea
lor este diferitd. Cea mai mare sensibilitate a fost demonstratd de virusul
necrozei tutunului, iar cea mai redusi — de virusul mozaicului castra-
vetelui, respectiv de tulpina acestuia izolati din Phytotolacca ; cel de-al
patrulea virus are particule in form&a de bastonage si se pare cid sensi-
bilitatea sa la propolis este aproape similard celei a virusului sferic al
necrozei futunului.

Rezultatele demonstreazi in mod clar nu numai ci propolisul re-
duce numérul de leziuni pe frunzele inoculate cu virus, dar si cé inhiba in
mod vizibil reproducerea virusului in intreaga planti.

Pentru moment nu ne este posibil si explicim efectul mai pro-
nunfat al concentratiilor reduse (rezultatele optime au fost dobindite
cu concentrati de 1073 — 1077). A fost vorba, In aceste cazuri, fie de
influenta st#rii fiziologice a plantelor (experientele au fost efectuate
guccesiv, nu simultan), fie de cea a mediului, fie de un alt factor necon-
trolabil, Totusi, din ultima experienti se poate desprinde concluzia c&
propolisul isi mentine eficienta chiar si la concentratii foarte reduse,
ceea ce ar putea prezenta o deosebiti Insemnitate practici in cazul
unei eventuale utiliziri cu scopul de a proteja culturile mal sensibile,
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maj ales cele de serd, risadurile si, in general, plantele tinere. Efectul
inhibitor al propolisului asupra virusurilor are o remarcabild stabilitate
care se mentine intr-o masurd apreciabild si in cazul incélzirii la tem-
peraturi mai inalte.

Rezumat

Experientele preliminare efectuate cu propolis au demonstrat
existenta unor efecte inhibitorii deosebit de impresionante asupra a trei
specii de virusuri sferice — respectiv virusul mozaicului castravetelui,
izolat din Phytolacca americana, virusul patirii tutunului §i cel al ne-
crozei tutunului, precum gi asupra virusului cu bastonase al mozaicului
tutunului, Propolisul reduce nu numai numérul de leziuni de pe frun-
zele inoculate, dar in acelasi timp, inhibd de manierd wvizibild, repro-
ducerea virusului in intreg organismul plantei. Propolisul a manifestat
o inalti eficientd si in cazul unor concentraiii reduse, ceea ce ar putea
prezenta o importanti pentru utilizarea practicd a acestei substante in
acfiunile practice de ocrotire a culturilor,
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CONTRIBUTII LA STUDIUL PROPOLISULUI
A. CERCETARI CHIMICE si FIZICO-CHIMICE ,,IN VITRO®
SI ,IN VIVO“ CU PROPOLIS

Adelina DEREVICI
ROMANIA
Introducere

In ultimele decenii terapia cu propolis a luat un avint decsebit,
datoriti rezultatelor favorabile obfinute in diferite boli, fapt ce reiese
din comunicirile in cadrul congreselor si simpozioanelor de specialitate®.

O parte din acestea au fost reunite in volumul ,,Propolis®, aparut
in editura APIMONDIA in 1975.

Volumul reprezinti o sursi pretioasi de informare cuprinzind lu-
criri originale despre variate probleme. Printre acestea consider foarte

* Cei interesati pot gisi bibliografia la redactie si la autor.
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utile lucrdrile de biologie si clinicd, completate cu o documentare des-
_pre preparate din propolis.

Lucririle lui BRAILEANU, VELESCU, MARIN deschid drumul spre
posibilitatea de standardizare a diferitelor forme de folosire a propo-
lisului ca ,;medicament® dup# normele sanitare legale din tard.

In aceastd direciie ne-am stridduit si noi si contribuim la l&rgi-
rea cunostintelor asupra  proprietétilor propolisului si asupra fla-
vonoizilor, componentul siu principal. In acest scop am initiat cercetéri
cu diferiti colaboratori, biologi gi chimisti. Rezultatele le prezentéim in
aceastd lucrare de sintezd care cuprinde :

1) Cercetsiri chimice si fizico-chimice ;

2) Cercetiri ,,in vitro® si ,in vivo®

1) Cercetiri chimice si fizico-chimice

a) Intr-o primi serie de cercetdri in colaborare tehnicd cu SORU
au fost determinate unele caracteristici chimice ale propolisului. Uti-
lizarea a diferiti solventi a permis stabilirea existentel unor fractiuni
solubile in cloroform, dupi wvaporizarea cdruia riamine un reziduu in
proportie de 90,36 la 100 g.

In extractele cloroformice se solubilizeazd lipide, componente de
culoare bruni de asemenea si compusi cdrora li se atribuie mirosul de
extractie cu metanol care dupd evaporare lasi de asemenea un reziduu
de 4,73 g la suti. O a treia extractie dupa cele doud precedente e cea
mali redusd (3,16 g la 100).

Totalitatea acestor trei reziduuri este de 98,25 g la 100 propolis.
Azotul total al acestuia e de 0,400 g la 100 g produs nativ de propolis.
Hidroliza acidi a acestuia permite punerea in evidentd prin cromato-
prafie descendenti pe hirtie Whatman a opt aminoacizi gi anume: 1)
serind, 2) glicocol, 3) acid aspartic, 4) acid glutamic, 5) alanind, €) tripto-
fan, 7) fenilanini si 8) leucind. De remarcat ci frei din acestia sint ami-
noacizi esentiali.

In extractul apos, la cald, al propolisului, tehnicile colorimetrice
pentru flavonoizi au dat rezultate pozitive.

b) Alte cercetiri chimice si fizico-chimice asupra propolisului sint
efectuate de BOIERU i DEREVICI care folosesc reziduul cloro-
formic obtinut in lucrarea precedentd sau propolis brut. Reziduul clo-
roformic reluat cu acetond si apoi cu metanol supus cromatografiei cir-
culare prezintd 11 spoturi.

Propolisul brut epuizat cu diferiti solven{i organici, supus electro-
forezei in gel poliacrilamidé, prezintd 9 fractii.

Cu reactii chimice pozitive se semnaleazd reacfiile colorimetrice
pentru flavonoizi si aceea cu orcinol.

¢) GROZA, BLOOS, DEREVICI utilizind  aparatul japor_rez
automat pentru determinarea aminoacizilor in circuit inchis, identific
pe hidrolizat acid de propolis 8 acizi aminati si anume: 7 aminoacizi
esentiali, al 8-lea, triptofanul, nu e identificat cu acest aparat.
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Propolisul brut utilizat in experientele noastre provine din dife-
rite regiuni ale firii. Citdm unele contributii ale cercetitorilor care de-
terminid flavonoizii din plante indigene. TAMAS cerceteazd arbus-
tul de afine( Vaccinium myrtillus si Vaccintum vitis idaege), MIHELE
din Hieracium auranticum (rusulityd) CONSTANTINESCU si colab. din
Inula uliginosa.

CRISTEA si colab. pun In evidentdi in extractul alcoolic de
Tilie argentes un numir de 17 acizi aminafi. Dupd cum se stie, alcoolul
extrage flavonoizii.

In concluzie, din aceste lucriri ale noastre reiese complexitatea
strueturii propolisului, identificarea fracfiunilor semnalate necesitd con-
tinuarea investigatiilor,

9) Cercetiri in vitro si in vivo cu propolis

fn aceste cercetiri, DEREVICI, POPESCU si POPESCU utilizeazi
¢ suspensie hidroalcoolick de propolis pregatitd 1/10 cu extract
etanolic. Acesta este obfinut macerind fragmente mdaruntite de
propolis brut in proportie de 25 g la 100 alcool de 85°C. Se folosesc
flacoane de culoare bruni, inchise ermetic, ce se mentin la temperatura
camerei, agitindu-se in decurs de cinci zile de mai multe ori pe zi. Dupa
acest interval nu se mai agiti, se lasd si se depuni particulele insolu-
bile in alcool si impuritdtile. Se obtine un lichid maroniu limpede, pe
care il conservam in sticle de culoare brun#, bine inchise, ferite de lu-
ming si cildurd. Pentru a cunoagte cantitatea de substanid activd, se
determini reziduul la greutate constantd la 100 ml extract. Acesta
variazi in diferitele probe intre 8—10 g la sutd extract. In felul acesta
cunoastem doza de substan{i activd, utilizati pentru prepararea emul-
siei hidroalecoolice care are un aspect liptos uniform. (Atragem atentia
sa nu se foloseascd ser fiziologic cici rezultd precipitate).

Tn mod curent mai evaporam la 2/3 din extractul alcoolic, iar mar-
torii din experiente primesc concentrarea corespunzadfoare pe alcool
etilic.

DEREVICI, POPESCU si POPESCU stabilesc toleranta a 1,05 g/kg
corp substantd activd pentru goareci, cobai, iepuri.

Albinele hrinite cu miere in amestec cu 20%) emulsie hidro-alcoo-
licd prezintd fenomene paralitice, urmate de moarte.

Doza corespunzitoare de alcool nu e toxicd pentru albine martore.
Proprietitile antibiotice ale propolisului au fost stabilite fa{d de unele
specii si colibacili, B. disenteric §i B. tifici, nu insd fatd de stafilococ
Oxford si S. subtilis mesentericus.

Pentru titrarea puterii antibiotice acegti cercetitori propun folosi-
rea tehnicii dilutiilor limitd fa{d de Pasteurella avis.

Albinele infestate prin hrinire cu miere-polen de porumb mucegiit
cu Aspergillus niger si Mucor mucedo, nu sint protejate de propolis
In abdomenul acestor albine apar sporangi si hife, desi propolisul
glandular existi in macroclenocitele din hemolimfa albinelor.
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Substantele volatile emanate din stupul populat cu albine au ac-
f{iune inhibitoare asupra aeroflorei din proximitatea stupului.

Numairul coloniilor cultivate pe gelozd sau pe mediul Czapek pentru
mucegaiuri e redus fatd de cel al culturilor obtinute la distantd de doua
sute de metri de stup, in livadid sau In oras.

Actiune inhibitorie posedi emulsia hidroalcoolicd de propolis si
asupra germindrii semintelor de cinepfi, precum gi asupra cultivirii vi-
rusului gripal pe ou# embrionate. Aceste rezultate diferd de acel al mar-
torilor la care se utilizeazi cantititi similare de alcool diluat.

DEREVICI, POPESCU au studiat acfiunea propolisului asupra
celulelor tumorale ale ascitei Ehrlich, Contactul direct a acestor
celule tumorale cu emulsia hidro-alcoolici de extract de propolis le
imprima un aspect modificat progresiv, in raport cu durata contactului.
Dupé 1 ord de contact la 37°C citoplasma capitd o dispozitie veziculari
in jurul nucleului alterat. Celulele apar acoperite de un material amorf,
care magcheazi structura si le aglomereazd. Modificirile morfologice sint
mult maj marcate dupi trei ore de contact, materialul amorf inglobeazi
majoritatea celulelor intr-o paturd rugoasi. Aceste aspecte au fost sta-
bilite la microscopul cu contrast de fazi sau pe materialul fixat
gi colorat cu metoda May-Grinwald-Giemsa.

In experiente ,in vitro“ pe soareci, DEREVICI, SORU, DIMA (20}
constatd actiunea inhibitorie a emulsiei hidroalcoolice de propolis asupra
vitalititii celulelor tumorale Ehrlich. Pasagiile in serie cu lichid ascitic
provenit de la animalele supravietuitoare in primul pasaj, rdmin sterile,
in acelasi timp afinitatea tinctoriald a celulelor de inoculare este scizutd.

In continuarea cercetirilor asupra reactivitifii organismului sub
influenta propolisului, am initiat o serie de experiente pe cobai si pe
iepuri, In colaborare cu ZALMANOVICI si ARDELEANU am ur-
mirit efectul in diferite condifii experimentale descrise de FILOTTI
In experienfele pe cobai, animalele injectate zilnic timp de 12 zile pri-
mesc 100 mg substanti activd, diluatid in 10 mi api distilatd (total 1200
mg). in experientele pe lepuri supusi imunizirii, cu antigen Salmonellz
paratifi AQ, pe cale intravenoasi, in 5 sedinfe se administreazi emulsie
hidroalcoolici de propolis pe cale intraperitoneald (total 500 mg sub-
stantd activd). Martorii primesc injecfii cu aceeagi cantitate de alcool in
ap3 distilaty fira propolis. Din aceste experiente nu a reiesit o stimulare
a proceselor imunitare de crestere a anticorpilor antiparatifici. A.O. si
nici o crestere a titrului alexic.

Examenul leucogramei animalelor de experientd indicd o crestere a
polinuclearelor neutrofile, contributia cobailor fiind predominantd. Lim-
focitele scad, iar monocitele se echilibreazi.

Dups sacrificarea acestor animale se fac prelevari de mezenter
dupi tehnica Boquet si Delauney (2). Dupid fixare si colorare recurgem
la examen microscopic pentru a preciza etapele transportului de la locul
inoculirii si a procesului de ,,clearance® a propolisului,

Din imagini rezulti e particule ale emulsiei coloidale hidroalcoo-
lice de propolis sint antrenate de celulele endoteliale capilare si apar sub
form3 de granule, inconjurate de un halo. Dupd o serie de etape se fi-
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rimifeazi in granule mirunte, macrofagele intervin in metabolizarea lor,
apar vacuole digestive aparente intracitoplasmic. Lucrarea DEREVICI,
ARDELEANU, ZALMANOVICI se ocupd de rezultatele examenului
histologic al organelor acelorasi animale. Semnalim cd in sectiunile
examinate nu apar granule de propolis, asa cum s-a constatat in or-
panele soarecilor care au primit propolis per os. La acestia s-a
inregistrat de asemenea un usor grad de degenerescent{i grasi. Aceasta
sugereazi o reactivitate de specie diferitd, de asemenea si importanta
modului de administrare.

O deosebiti atentie s-a acordat in cursul examenului histologic de-
pistirii unor eventuale modificiri morfologice de ordin teratogen. Rezul-
tatul exclude asemenea aspecte ; de altfel, acelasi rezultat a fost obtinut
in colaborare cu ATHANASIU, PETRESCU, STOIAN la examina-
rea sectiunilor din organele puilor de hamster inoculati la 48 ore de la
nastere cu emulsie hidroalcoolici de propolis. Acest examen a fost efec-
tuat dupi sase luni de la inoculare, perioadi in care nu au apéarut leziuni
macroscopice cutanate la puii de hamster supravegheati in tot acest
interval. .

B. EXPERIMENTARE 5I DEDUCTII ASUPRA MECANISMULUI
DE ACTIUNE A COMPONENTEI FLAVONOIDICE

In aceastd comunicare, ne ocupim de o importantd eomponentd a
propolisului, anume grupa flavonoizilor, pe care o cunoastem din cer-
cetdrile chimigtilor.

Dezvoltarea centrelor de documentare si cercetare a industriilor far-
maceutice a creat posibilitatea realizarii unor studii experimentale cu
caracter riguros gtiintific pentru cunoasterea acestor produse, Utilizarea
terapeutici empirici a acestora a precedat pe cea a informirii asupra
structurii si reactiilor determinate in organism.

In lucrdrile noastre, in colaborare cu chimisti, am stabilit com-
plexitatea structurii propolisului si componentele sale flavonoidice : con-
{ine glucide, protide si lipide, ceea ce ar explica posibilitatea integrarii
sale in metabolismele fiziologice.

Dupd pérerea lui SWAIN  flavonoizii intervin intr-un procent
de 36%, in vegetalele alimentare.

Din documentarea asupra experimentirii apar variatele aspecte
sub care a fost cercetati componenta flavonoidics, existentd si in pro-
polis (6).

VILLANUEVA si colab. au izolat din propolis wunii flavonoizi
$i din lucrdrile lor rezulti un paralelism al curbei spectrografice cu fia-
vonoizi de sintezd. Din determinirile lui HEINEN si LINSKENS
a acizilor grasi din propolis si compararea cu risina mugurilor de
plop reiese asemanarea curbelor cromatografice. Acest rezultat releva
una din sursele importante de care sze servesc albinele la prelucrarea
acestui produs natural cu actiune asupra circulatiei periferice.

Interesul asupra grupului flavonoidic a fost relevat in lucririle lui
SZENT GYORGY care a obtinut cu suc de citrice rezultate bune la tra-
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tarea manifestirilor scorbutice, indeosebi asupra celor hemoragice.
Acesta contine pe lingd vitamina C si un alt facfor cu care lucreazi
sinergic si pe care l-a denumit vitamina de permeabilitate (P) sau citrina.

Notiunea de vitamini a fost infirmati de unii cercetitori si inlo-
cuiti cu denumirea de bioflavonoizi sau derivafi flavonoidici. Dupi pi-
rerea lui PARROT si CANU si in baza lucrdrilor lui GAZAVE se consi-
siderd mai adecvat termenul de ,factor C,* spre a se sublinia siner-
gismul actiunii sale cu vitamina C.

In actiunea lor asupra rezistentei capilarelor, ambele fractiuni din
citrind inscriu o curbi bifazici, prima de tip adrenalinie, care dureazi 24
ore gi a doua care survine dupd 72 ore (se mentine mai multe zile).

Proprietatile flavonoizilor

In studiile consacrate acestui grup se insistd asupra activititii

caracteristice de a reduce fragilitatea si permeabilitatea capilarelor.

Actiuni simultane a numerosi factori intervin in funcfiunea retelei
terminale vasculare. Fa este reprezentantd prin capilare, arteriole wve-
noase si limfatice raspindite in toate teritoriile organismelor.

Structura anatomici a capilarelor consideratd simpld in urmi cu
ani (24) e in realifate complexid morfologic si functional- Dupi noile no-
fluni, membrana celulelor nu e o formatiune staticd, ea este o patura
limitantd lipido-proteicd in continuu dinamism. Aceasta nu are numai rol
de contentiune, dar intervine activ in mentinerea raporturilor intercelu-
lare si de schimburi cu fluidul interstitial.

Complexitatea proceselor ce au loe in capilar reiese din aspectul de
unitate cu venele limfatice, capilarele gi terminatiile nervoase din patul
capilar.

Elemente de structuri diferite separi plasma sanguind de lichidul
extracelular, Rezultd ci studiul produsului de care ne ocupdm, flavonoi-
zii, nu poate fi limitat la peretii vasculari, ci trebuie si se extindi asu-
pra biosferei functionale a patului microcelular, unde mastocitele peri-
vasculare si nervii formeazi o entitate functionald cu micile vase. In
patul capilar intervin mediatorii chimici de care depinde conditia hemo-
dinamics perifericad normals, integritatea de filtrare si motricitatea capi-
larelor .Acestea reprezinti locul de schimburi intre singe si tesuturi,
asigurd aportul de elemente nutritive si eliminarea degeurilor, functiuni
ce implied un reglaj foarte precis de mecanisme, coordonate de sistemul
nervos central.

Metabolizarea flavonoizilor

In continuarea expunerii vom analiza coniributia experimentato-
rilor la lamurirea metabolismului flavonoizilor, introdugi in organism pe
diferite cai.
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Experimentatorii au folosit diferiti derivati flavonici, noi insid ne
preocupdm global de grupul acesta, indiferent de individualitatea pro-
dusului folosit.

S-a pus intrebarea : care este soarta flavonoizilor administrati
omului sau animalelor ? GRIFFITH si BARROW considerd ci flavonoizii
suferd o serie de scindari sub influenta florei intestinale. Se obtin
acelagi compusi fenoli lucrind in vitro numai cu flora microbiamé.

Experientele pe animale crescute in conditii de sterilitate conduc
la concluzii aseminatoare. DAS si SOUTHY mentioneazd de ase-
meneg in lucrdrile lor rolul m1cro£101°e1 intestinale in catabolizarea fla-
vonoizilor.

GRIFFITHS si BARROW utilizeazid in cursul experientelor un pro-
dus semisintetic care contine trei derivati flavonoidici de structurd dife-
ritd, asa cum reiese si din cromatografiile efectuate de MATAGNE
care constati aparitia metabolitilor la gsobolanii injectati intraperitoneal.
Ei conchid ci in procesul scindérii intervin enzime hepatice, iar cdile bi-
liare constituie o cale de eliminare a metabolitilor rezuitati. In aceste
experiente s-a folosit canularea cailor biliare, ceea ce a permis preleviri
de bili in parcursul experientei. BOOTH si colab. plecind in cercetérile
lor de la acidul cafeic, remarcid o serie mare de produgi de cataboli-
zare ce apar in parcurs gi apol sint eliminati prin urind sub formi
de compusi fenolici.

Unele diferente rezultd dupd specia animalelor folosite si dupd
calea de administrare a derivatelor flavonoidice. Se crede cd existd posi-
bilitatea de a evalua gradul catabolizirii dupd cantitatea de compusi
fenolici eliminati prin urind sau fecale gi a stabili un index de absorbtie
in unitatea de timp. Determinirile in singe indicd cifre superivare de
metaboliti in cazul administrérii flavonoizilor pe cale parenterala.

In cursul metabolizérii, eliminarea e repartizati infre bild gi ciile
urinare.

Produsul semisintetic ,,Venoruton®, care contine derivati ai ruto-
ziduJui de diferiti solubilitate, denumit ,Paroven® e rezistent Ila
sucul gastric, dar e hidrolizat de microorganismele florei intestinale in-
ferioare. TAKACS si colab. nu sint de acord asupra interventiel
florei intestinale in catabolizarea flavonoizilor. Ei ajung la aceastd con-
cluzie in baza rezultatelor din experientele pe ficat izolat de circulatia
generali si intrefinut prin perfuzare cu un lichid fiziologic caruia i s-au
adiugat flavonoizi.

SIMPSON si colab. au cercetat metabolizarea flavonoizilor de
citre microflora din rumen pe care il considerd ca o sursd buni a florei
microbiene cu care obtin degradarea flavonoizilor in conditii anaerobe.
Rezultatul cu flora din rumen dispare prin filtrare prin filtre Seitz.

BOHM citeazd in monografia sa asupra flavonoizilor un numdr
de autori care au cercetat problema metabolismului compusilor flavonici.
Durata aparitiei in urind variazi, unii indicd 2—3 ore, alfii citeva zile.
Faptul e explicabil, cici au folosit cii diferite de administrare si animale
diferite : iepuri, cobai, sobolani, pisici, clini.
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In lucririle care privesec metabolizarea flavonoizilor CLARK si
colab, apreciazi cd numai 1% din doza administrati e absorbiti, restul
e eliminat nemodificat.

STELZIG si RIBEIRGC gésesc in cercetdrile de eliminare a unor
flavonoizi ei unii se elimind exclusiv prin urind, iar al{ii numai prin
fecale.

Spre deosebire de interventia florei in scindarea flavonoizilor des-
pre care ne-am ocupat, MARCHELLI semnaleazd capacitatea de a
sintetiza flavonoizii din precursori existenti in mediu, ai ciupercii Asper-
gillus candidus. Adaosul precursorilor de glucozi, metioning, fenil-alanina
se face la inceputul fermentatiei. Prezenta flavonoidului e evidentiatd
cu ajutorul spectrului de rezonan{i magnetici,

Geneza tulburirilor in boli ¢irculatorii

O altd categorie de cercetiiri se preocupi de modificarile incipiente
functionale si morfologice care favorizeazi diferite imbolniviri circula-
torii disparate in aparenis, varicoze, ateriosclerozi, reumatism, fragili-
tate si permeabilitate capilard crescuta.

LASZT atrage atentia asupra mnecesitidfii ca aceste tulburiri
s fie depistate in faza initial4 pentru a avea un tratament eficace. Acest
autor constati In wvaricoze tulburdri in metabolismul glucidic. De ase-
menea $i un consum de trei ori mai redus de oxigen al fragmentelor de
vend varicoasd. Producerea de acid lactic e crescuti. Analiza constituen-
tei peretelui venos, proteinele, colagenul, hexosamina arati unele modi-
ficari. Elastina face exceptie.

NIEBES se intereseazi de situatia enzimelor catabolizante a
mucopolizaharidelor g¢i anume : glucoronidaza, B. acetiglucozaminidazs,
fosiataza acidj, arylsulfataza, hyaluronidaza si catepsina.

In vena varicoasd, cu exceptia catepsinei, activitatea acestor en-
zime e crescutd, Autorul conchide cd alteratiile varicoase au la bazi tul-
burdri de metabolism al hidratilor de carbon, provocind instabilitatea
enzimelor lizosomale si eliberarea fermentilor care antreneaza tulburari
de metabolism al mucopolizaharidelor si respectiv modificiiri ultrastruc-
turale ale colagenului si elastinei. $i alti autori se preocupid de studiul
modificirilor din tesutul conjunctiv caracteristice varicozei. ZWILLEN-
BERG si colab. recurg la culturi celulare din explante de veni safen
umand varicoasi si vend bovind din membru inferior precum si din
vena jugulard.

Folosind diferite conditii de culturi reugesc si reproduci altera-
tiuni asemindtoare celor din vena varicoasd. Constanta apartine unui
colagen de aspect spumos pe care l-au denumit ,,structurd asociati cola-
genului“ (CAS) si care apare In tunica medie a venei bovine in a 14-a
zi de cultivare. In mediul de culturd apare N acetyl-glucozaminidaza si
acid lactic, activitatea enzimei este mai redusi in mediu hipoxic si anae-
rob, Autorii sustin c¢i in aceste procese intervin cu rol activ celulele
musculare din ven#, dovadd ci CAS nu apare in culturi ale venei jugu-
lare care e foarte siracé in celule musculare.
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Pentru obtinerea efectelor semnalate, autorii insisti asupra con-
ditiilor riguroase de pH care trebuie respectate- Adaosul flavenoizilor
mediului de culturd inhibd aparitia CAS-ului considerat ca mucopoliza-
harid alterat. '

In continuarea cercetirilor asupra conditiilor care determind leziuni
aseménitoare variozei, ZWILLENBERG-FRIEDMAN si colab. incu-
beazé fragmente de fesut conjunctiv de ligament in extracte de vena
umand, de uter bovin, de vezici urinard. Se obtin aceleasi formatiuni
CAS iIn anumite conditii de pH, precum si scindarea fibrelor si derularea
helixuluj. Imagini comparative apar in {esut normal si in structuri de
aspect caracteristic varicozei. Autorii apreciazi eca un efect minor actiu-
nea flavonoizilor asupra ultrastructurilor cercetate in cazul folosirii pre-
paratelor semisintetice de Venoruton.

In cercetirile referitoare la metabolismele din peretele arterial,
FILTPOVICI recurge la cultura de segmente de aorti in mediu cu
trigliceride gi constatd o cregtere a consumului de oxigen sub influenta
adaosului de flavonoizi. Nu apare o influenti insemnati asupra produc-
tiet de lactat.

Studiul enzimelor glicolitice din vene varicoase si normale menti-
nute in extracte sarcoplasmice, de safena varicoasd, psoas si muschi car-
diac este efectuat de MATAGNE gi HAMOIR.

Utilizind electroforeza in gel de amidon se constati unele diferente
in ceea ce privegte proteinele in distributia lactat-dehidrogenazei care
tinde mai mult spre un metabolism aerobic.

Nu se constati insé diferente in activitatea enzimelor glicolitice. O
crestere a activititii enzimelor lizosomale e semnalati de MIRKOVIC
in experienfele sale de trombozi experimentald pe cline.

ZEMPLENY atribuie localizarea preferentiali a leziunilor ate-
roscleroase cerebrale unor factori hemodinamici si hemoreologici la care
se adaugi si hipoxia locald. Aceasta favorizeazi eliberarea histaminei si
consecutiv cresterea permeabilititii si disruperea celulelor perivasculare
mastocitare, Eliberarea histaminei favorizeazi depunerea particulelor co-
loidale si lipidelor pe peretele vascular, pe fondu! permeabilititii modi-
ficate. Flavonoizii au proprietatea de a influenta acest factor, deci sint
utili 5i in prevenirea aterosclerozei.

PARROT si GAZAVE si GAZAVE au denumit aceasti fractiune
activatoare, vitamina Cy. Acest factor vine in competitie cu enzima or-
tometiltransferaza (COMT) care intervine in prima etapid de metaboli-
zare a adrenalinei (11). Flavonoizii intrd in competitie cu procesul me-
tabolic al adrenalinei, 11 tmpiedicd temporar gi prelungesc astfel durata
de actiune. In acest proces flavonoizii apar ca factori de economisire,
de protectie a adrenalinei, acfiune ce o efectueazi sinergic cu acidul
ascorbic ,la rindul s8u un artodifenol competitiv enzimei catecol-orto-
difenoltransferazi. Alte pireri asupra mecanismului de actiune a fla-
noizilor admit cd influenta asupra adrenalinei are loc indirect, prin
stimularea hipofizei si prin actiunea hormonului certicotrop ACTH asu-
pra suprarenalelor.

Se mai afirmi de asemenea ci flavonoizil actioneazi direct pe
peretele capilarelor provocind vasoconstricfia precapilarelor. Inchiderea
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sfincterelor precapilare s-ar datora unei acfiuni antienzimatice, anume
inhibitie de fosforilare a ADP in ATP, fosforilare absolut necesari re-
laxarii musculare,

Relativ la mecanismul de actiune al flavonoizilor consideram util
34 incheiem expunerea citind interpretarea dati de doi biochimisti com-
petenti in acest domeniu. Dupid cum se exprimi SORU compugii cu
functia vitaminei P functioneazd ca un sistem oxidoreductor reversibil
in sinergism cu acidul ascorbic — dehidroascorbic.

SZENT GYORGYI afirma ci in procesul de oxidare ar interveni
peroxidaza-ascorbicd, stabilind corelatia posibild de actiune intre vita-
minele P si vitamina C.

In anumite stiri carentiale, fiecare din aceste produse separat nu
este fotal eficace ; ele au actiune sinergici numai administrate concomi-
tent.

Prin interventfia vitaminei P la nivelul sistemului oxidoreductor
reversibil adrenaling-adrenocrom s-ar reduce viteza de oxidare si distru-
gere a adrenalinei care are rol in rezistenta capilara.

Vitamina P ca sistem oxidoreductor ar avea rol in mecanismul
transferului de hidrogen. Prin aceasti actiune vitaminele P intervin in
diferite procese metabolice respiratorii celulare, metabolismul glucidelor.
proteic, ionic, metabolismul apei.

BESANGER-BEAUQUESNE este de pidrere ci asupra funcfiu-
nilor grupului flavonoizilor se pot face mai curind ipoteze. E de pirere
insi ca pentru plante acestia au un rol in fenomenele de oxidoreductie.
SZENT GYORGYI a admis ci interveniia flavonoizilor in respiratia ce-
lulari a vegetalelor, previzute cu peroxidaze, sint transporturi de hidro-
gen. Soarta lor este legata intim de acidul ascorbic.

Flavonoizii constifuie un intermediar in oxidarea acidului ascorbic.
Oxidazele actioneazj direct, peroxidazele descompun apa oxigenatd pro-
dusi in oxidarile directe, transformi flavonele in quinone care, la rin-
dul lor oxideazi acidul ascorbic pentru a relua forma fenolicad si ciclul
oxidoreductor reincepe.

Posibilitatea de a cataliza este atribuitid naturii fenolice a flavo-
noizilor. Interventia acestora in accelerarea sistemelor fiziologice in care
intervine acidul ascorbic ar sugera ci flavonoizii au rol de coeziune.
Dupa pérerea noastrd, un aspect care trebuie luat in considerare este
proprietatea chelatantd a flavonoizilor ; intervin competitiv in diferite
procese enzimatice si pot astfel deriva o serie de metabolisme importante
descrise de GAZAVE si colab. in lucrdrile amintite.

C. TERAPIA CU COMPONENTA FLAVONOIDICA A PROPOLISULUI
SI TESTAREA REZULTATELOR

In aceasti parte nu ne referim la rezultatele terapeutice ale pro-
polisului.

O documentare bogati se afli in publicaiia aparutd in 1975 ,,Pro-
polisul® Ed. APIMONDIA si in referatele congreselor gi revistelor de
specialitate,
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Ne ocupidm de: 1) rezultatele oblinute in terapie cu componenta
flavonoidica si 2) de metodele de testare a efectului terapeutic.

O inifiativd utild a unor industrii farmaceutice a fost aceea de a
pune la dispozifie produsele flavonoidice unor echipe de cercetatori capa-
bili s& aprofundeze obiectiv, sub cele mai variate aspecte, actiunea asu-
pra manifestirilor patologice tratate ; rezultatele au fost prezentate in
simpozioane si discutate-

Unele controverse au existat referifor la integrarea flavoncizilor
in metabolismul general, Acestea au fost elucidate de biochimisti, care
au pus in evidents metaboliti ai flavonoizilor in urinid, bili sau fecale ;
GILES si GUMMA au pus in evidentd in serul unor voluntari pre-
zenta unor flavonoizi administraii sub forma de tablete, Au folosit
tehnica THIES si FISCHER. ‘

De asemenea, LAPARRA si colab. (28) utilizind autoradiografia
semnaleazd la soareci, etapele de integrare in organe a unui flavonoid
marcat de izotopi.

DEREVICI si colab. descriu  prin examen histologic etapele
succesive ale integrarii propolisului in metabolism, pind la formarea
vacuolelor enzimatice. /

Pentru aprecierea obiectivid a proprietitilor flavonoizilor, histologii
folosesc unele metode experimentale prin care provoaci pe animale tul-
buriri circulatorii pe care le trateazi cu diferiti derivati flavonoidici de
care ne vom ocupa ca grup chimic general in aceasti expunere.

PRATESI si colab. creazd ischemie regionald prin ligatura ca-
rotidei. Dupd un anumit interval prelevd cortex cerebral a cirui ultra-
structurs e cercetatd. Martorului (iepure) i se prelevi de asemenea cor-
tex cerebral. La interval de 12 ore de la ligatura carotidelor constatd
lumenul capilar ingustat, citoplasma Ingrosati. In stromd — numeroase
fibrile de colagen- La iepurele tratat in prealabil timp de 15 zile cu ila-
vonoizi si sacrificat la 12 ore de la ligatura ambelor carotide se constatd
membrana bazald de grosime cvasi normald, mai putin opacd la elec-
troni decit in ischemie puré.

Iepurele tratat pe cale parenterali in doza de 100 mg/zi prezintd
un capilar normal ; membrana bazali inglobeazd in dedublare frecvente
pericite. Limitele celulare si organitele endoplasmatice — de aspect
normal.

CETTA si colab. {rateazi cu unii flavonoizi leziuni asemini-
toare celor din varice provocate cu aminccetonitrili. Constati o influ-
en{d bun# asupra colagenului precum si asupra endoteliului vaselor mici.
Se reprezinti media variafiunilor colagenului solubil (in NaClO, 45 M) in
aorta iepurelui latirizat si protejat prin flavonoizi. Se indicd valoarea co-
lagenului solubil, crescut la animale latirizate cu acetonitrili. Se constata
scidereq colagenului solubil la animale tratate concomitent cu flavonoizi.

HAMMERSEN recurge, pentru realizarea pe sobolani a unui
edem, la dexiran, spre a studia efectul flavonoizilor. Acestia sint admi~
nistratj inaintea dextranului fie cu 7 zile Inainte pe cale orald sau cu o
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ori inainte pe cale intravenoasi. Sacrificarea e precedati scurt timp
inainte de injectarea de cirbune pentru a marca leziunile. Animalele
martore nu primesc dextran. Se fac prelevidri la o ord si la patru ore
dupa dextran.

Pretratarea cu flavonoizi determind un numir mai redus de excre-
gcente si o reducere a grosimii membranei bazale.

Totugi, aspectul tesutului conjunctiv nu revine total la normal.

Pentru studiul influentei flavonoizilor asupra manifestirilor caren-
fiale au fost imaginate metode diferite.

Cercetarea fragilititii capilare si a permeabilitifii crescute con-
stitule obiectivul atentiei clinicienilor.

Fragilitatea capilarelor poate fi pusa in evidentd realizind o pre-
siune pozitiva care suprimi temporar circulatia venoasi. Se recurge pre-
ferabil la bratara aparatului de tensiune. Se numdird petesiile (mici
hemoragii subcutane), care apar pe o suprafati anumiti, si se stabileste
timpul de aparitie. Se poate recurge la o presiune negativd cu ajutorul
unej mici ventuze de cauciuc. In comert existi angiosterometrul PAR-
ROT.

WILD si FASEL recurg la aceste tehnici spre a pune in evi-
dentd insuficiente venoase cronice cu cirozd hepaticd. Determini re-
zistenta mucoasei rectale gi timpul necesar aparitiei petesiilor. Compara
rezultatele obiinute inainte si dupi tratament cu flavonizi (preparat Zyma
denumit Venoruton).

Se observi o alungire a timpulul de aparitie a petesiilor dupd o
siptimind de tratament.

PARROT si CANU constati cregterea rezistenfei capilarelor
dupi numarul de petegii apérute dupa tratare cu flavonoizi diferiti.

Permeabilitatea capilarelor poate fi stabilitd prin testul Landis
care congtd in crearea stazei venoase cu bridtara aparatului de presiune
la unul din braje si apreciazi comparativ rezultatele obtinute in singele
fiecirui brat. Se determini cantitatea de lichid : 1) extravazat in afara
capilarelor, 2) hematocritul, 3) cantitatea de proteine din ser.

Britara aplicatd e mentinuti 30 minute la un singur braf, numai.
Aceasti tehnicd a fost utilizatd de WISMER pe loturi de bolnavi
fnainte si dups tratament de 4 sau 8 zile cu flavonoizi. Se constatd o
diminuare a volumului filtratului i a proteinelor extravazate.

Actiunea flavonoizilor asupra permeabilitiatfii capilarelor mai poate
fi apreciati cu testul difuzirii unui colorant (de reguld albastru tripan
Evans) intr-o regiune iritatd in prealabil cu cloroform ; tehnica e folo-
siti de LOISLLEUR si colab. aplicind doudl injectii de flavonoid
(Flacitran) la interval de 24 ore si dupd 6 ore de repaus se constatd
o intirziere a difuzirii sub influenta [lavonoidului preparat din citrine
cu adaos de ioni de magneziu.

PARIS gi MOURY au adus modificdri acestei tehnicl. Pentru a
dispune de mai multi obiectivitate se folosesc, pentru a determing apa-
ritia si intensitatea coloratiei tegumentului, de o celuld fotoelectrica la
care adapteazi un galvanometru pentru inscrierea din timp a variatiel
difuzirii colorantului, Obtin efecte favorabile cu flavonoizi.
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GABOR relevd rolul antiinflamator al flavonoizilor si studiaza
acfiunea acestora asupra permeabilitdtii capilarelor prin procedeul difu-
zarii colorantului Evans (injectat intravenos), in regiunea iritati.

Pielea colorati se extrage dupid decapitarea gobolanilor, se curdti
de grisime, se extrage colorantul cu piridini si se apreciazd fotomeiric
cantitatea de colorant pe o suprafati cunoscuta.

Se constatd reducerea permeabilitifii prin difuzarea Intirziatid
in loturile tratate cu flavonoizi,

O alti modalitate de a studia permeabilitatea capilarelor a fost
propusi de CALNAN. In scopul aprecierii gradului de filtrare spre
lichidul interstifial metoda introduce subcutan o capsuld fenestratd ci-
reia i se adapteazd un sistem de prelevat lichid interstitial la diferite
intervale. Valorile unor constante pot fi determinate in lichidul prelevat
apreciind astfel permeabilitatea capilarelor.

Studiul fragilitatii si permeabilitdfii capilare in afectiunile oculare
dispune de un mijloc prefios reprezentat prin utilizarea fluorescentogra-
fiei. Metoda permite fotografierea fluorescentei apiruti pe arteriolele
retiniene.

Injectarea sclutiei de fluorescenf{d necesiti o serie de pregitiri
destul de complicate dupd cum reiese din lucrarea Iui TSCHOP. Se
executa fotografii la diferite intervale. Se pot foleosi filme in culori
pentru fundul de ochi, Compararea fotografiilor permite evaluarea
evolufiei retinopatiei diabetice. In urma administririi flavonoizilor si
paralel a acelui lot care primeste placebo. Criteriul de apreciere este
prezenta microanevrismelor gi extravazatelor fluorescentei.

Dupi ..iografii se fac scheme pe hirtie de calc ale arterelor, vene-
lor, ale extravazatelor fluorsceinei si ale microanevrismelor. Schemele se
confrunti ulterior, impreuna.

In fiecare perioadi de tratament bolnavii primese 400 mg de
HE* de trei ori in 24 ore timp de doud luni; placebo se administreazi
de asemenea doui luni, apoi se repetd ciclul cu HR.

Autorii conchid ci acest procedeu este obiectiv si permite stabili-
rea efectului tratamentului. Nu apar hemoragii noi, dar cele existente
se meniin, Existi si diminuarea permeabilititii la fluorescentd. Efectul
se mentine ingd numai in cursul tratamentului,

Pentru aprecierea valorii unui tratament al tulburirilor de circu-
latie wvenoasd, CAUWENBERGE si colab. folosese un derivat de
rutozid Venoruton — Zyma, Intre alte metode de a provoca inflamatie
recurg la implantarea subcutani a unui tampon de vatd care determini
formarea unui abces. Un lot de animale este tratat cu flavonoizi in doze
variate intre 10 si 200 mg la 100 g.

Alfl cercetdtori ca LUND sgi colab. iIn experiente pe sobolan
creeazi un edem prin compresiune la baza cozii. Apreciazi intensitatea
edemului dupi volumul apei deplasate in cilindrul gradat anexat. LUND
si colab. apreciazi astfel valoarea neutralizantd a unor flavonoizi
folosind loturi de animale tratate §i netratate cu HR. Autorii recurg

*) Gerovital HR.
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pentru obtinerea edemului si la injectii de adrenalinid, ergotamini la
baza cozii, Dupi 12 ore incepe administrarea de HR care se continui
timp de 5 zile la fiecare 12 ore.

THULESIUS si GJORES cerceteazdi viscozitatea singelui pe
bolnavi cu insuficientd venoasi cronied, Se determind viscozitatea inainte
si dupi tratament in singele cubital si in cel prelevat din membrele
inferioare.

Nu reies diferente importante Intre loturile tratate si martore, cees
ce determini pe autori si excludi interventia viscozititii in tulburirile
circulatorii venoase, contrar aprecierilor deduse de LOISLLEUR si co-
lab. din experientele lor pe animale, bazate pe difuzarea colorantilor.

Importanta instalirii unei circulatii colaterale dupa accidente ische-
mice, rezultate din suspendarea circulatiei coronariene gi In arterele
membrelor inferioare, a fost studiatd de BRKAC si LAZT. Autorii
imagineazid un aparat care permite a inscrie grafic mecanograma.
Aceasta reprezintd r#spunsul nervului corespunzitor muschiului in
care s-a instalat cireulatia colaterald. In cazul experientelor pe cord se
utilizeazi electrocardiograma, Tratarea cu Venoruton a dat rezultate
semnificative asupra instalirii circulatiei colaterale.

O alti tehnici de studiu a actiunij flavonoizilor este imaginatd de
SCHLEBUSCH si KERN. Acestia pleacd de la asemdnarea struc-
turii chimice a unor flavonoizi si a polifenoclilor folositi in tibacarie (ta-
ninuri), ceea ce ar sugera ci si flavonoizii ar putea actiona ca stabiliza-
tori ai colagenului. Se stie ci fibrele de colagen se contrag, reducindu-ze
$i producind degajare de temperaturd si energie care poate fi misuratd
cu ajutorul unui aparat. Dupi pirerea autorilor flavonoizii ar actiona ca
un agent de tibicirie, Actiunea flavonoizilor este proportionald cu con-
centratia.

Terapia cu flavonoizi a fost aplicatd la bolnavi cu manifestiri pro-
vocate de carenta acestora : in scorbut, fragilifate si permeabilitate cres-
cutd, tulburdri circulatorii in membrele inferioare, varice, in ateroscle-
rozd, edeme, arsuri.

Pentru precizarea deficientelor vasculare se intrebuinteazid una
sau mal multe din metodele enuntate anterior- In genere se lucreazi cu
martori cirora li se administreazi placebo, un produs inert in acelasi
format ca cel cercetat. Industria farmaceuticd a pus la dispozifia cerce-
tatorilor preparatele ce trebuiau controlate obiectiv, de aceea adeseori
experimentatorul nu stia nici el cu ce produs lucreazi. Au fost utilizate
produse semisintetice, derivafi ai rutozidului extras din floarea de sal-
cim galben, alte preparate proveneau din citrice, uneori in adaos cu
joni metalici. Se mai utilizau extracte din fructe de pidure (afine, coa-
ciize, etc). sau din castane etc.

Activitatea clinicienilor bazati si pe testele de laborator obiective
asigurd concluzii pretioase asupra valabilitatii terapeutice a unui produs
cercetat.

Majoritatea cercetitorilor insisti asupra lipsei de toxicitate a fla-
vonoizilor, toleranta men{inindu-se fati de doze mari si indelung admi-
nistrate.
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Aceasty proprietate a incurajat probabil numeroase initiative de a
studia terapia cu flavonoizi. Vom semnala numai citeva nume din bogata
documentare existentd. DEMURE a lucrat cu Difrarel extras din afine,
CLEMENT cu produse citroflavonoidice, PREROVSKI, KAPPERT, RAZ-
GOVA, CAUWENBERGE, McEVANS, TFILIPPI, LECOMBE si CAU-
WENBERGE folosesc produse semisintetice ale rutozidului denumit Ve-
noruton.

Acesti din urmi autori au semnalat manifestdri amino-libera-
toare a unor derivati ai rutozidului notat Z 4000, insd numai pe sobolani.
Se constatd o scidere bruscs a tensiunii arteriale urmati de tahifilaxie
(puls precipitat).

Autorii precizeazi ci aceste fenomene nu apar la om, la care se
utilizeazd altl derivatfi de rutozid.

LAGRUE si colab. cerceteazd tulburdrile circulatorii prezente
in aterosclerozi, in hipertensiune arterizld pe care le trateazd cu ame-
liorari vidite in 22 din cazuri. Tratamentul pe cale bucalda a 100
mg X 3 In 24 ore de trei siptdmini se repetd dupd o pauzd de alte trei
saptdmini, Au folosit Esculoside Ld (25) utilizat sub denumirea Folescu-
tol si in altd serie de experiente ROSE obfine ameliorarea simpto-
matologlei subiective din varicoze si simptome postflebitice ; conchide
asupra utilititii flavonoizilor in terapeutica tulburérilor circulatorii ale
membrelor inferioare.

LECOQ recomandi flavonoizii in purpurd si alte boli hemoragice
(scorbut) in care apar initial echimoze frecvente, in nefrite hematurice,
sclerozi si hipertensiune arteriald, tulburdri mensruale, dezechilibru he-
patic, GOTZ mentioneazd sciderea colesterolului si rezultate mul-
tumitoare cu Concentrin (preparat din castane) In varicoze, ulcere
varicoase, trombofeblite, PARIS si MOURY, controleazd eficacitatea
administririi flavonoidice in tulburéri de permeabilitate, cu testul difu-
zérii colorantului albastru Evans cu electroreflectometru conexat cu un
galvanometru, gisesc ci permeabilitatea crescutd e amelioratd sub in-
fluenta flavonoizilor. Fapt confirmat si de ARTUSON in cazuri de
arsuri si de DEREVICI si colab. care utilizeazd in arsuri experimen-
tale o emulsie hidroalcoolicd din propolis in care se afld flavonoizi.

Din documentarea privitoare la utilizarea flavonoizilor in oculistics
reiese posibilitatea de a stavili mersul afectiunilor in care predomini
retinopatiile. :

WEGMAN studiazd rolul enzimelor in procesele de adaptare
la expunere la lumini intensi si utilizind retinograme stabileste efectul
favorabil al flavonoizilor.

Cercetiirile lui ALFIERI privesc adaptarea rapidd la intuneric,
constatd coborirea pragului luminos absolut dupi tratarea cu flavonoizi.
Autorii explici mecanismul prin conversiunea radiatiilor ultraviolete
ineficace, in radiatii vizibile de lungimi de undi mai mari. De acord
cu rezultatele lui ALFIERI sint MASQUELIER si colab. si PER-
DRIEL care studiazi efectul citroflavonoizilor in adaptarea la eblui-
sare. NEUMAN si THOMAS si BORISAIN, ROMANI folosesc trata-
menful cu flavonoizi in angiopatii conjunctivale din cursul predia-
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betului sau din diabet. Preparatul denumit Difrarel contine exiract
de afine. PETERSON si HEALTH (42) induc retinopatii prin tratarea
sobolanilor cu imunodipropionitrile, pe care le inhibd cu flavonoizi.

BAIDAN si OITA (3) utilizeazd in afectiuni oculare solutii sau
unguente obtinute In solvenii pe bazi de amine organice ale propolisului,
Se obtin rezultate bune in arsuri cornecconjunctivale, blefaroconjuncti-
vite.

Flavonoizii au fost utilizafi si in dermatologie cu rezultate bune
sub formi pulverizati de citre BOLLIGER (5) ; au fost alese cazuri cu
prurit, eriteme, uleere varicoase semi-inchise sau care lasi indurafii.
LECOQ a propus folosirea in purpurd, LECLERCK in psoriasis (33).

De asemenes folosirea flavonoizilor in localizarea tumorilor a dat
rezultate bune lui BALANGER si DAX (4) iar RUDALI si JULIARD (48)
constaty inhibarea difuziunii tumorale prin flavonoizi la soarecii care fac
tumori mamare cind sint tinuti in sarcind continud. RUDALI, DEU-
CHAUME si COUSTOU (47) obtin acest rezultat cu chelate magneziene
de flavonizi. Dupi pérerea lui BOHM (6) chelatarea este un mecanism de
bazd a actiunii flavonoizilor. CLEMESTON incd insistd asupra sinergis-
mului cu actiunea acidului ascorbic, flavonoizii fiind considerati factori
de economisire a acestui acid cu care intervin in fenomene de oxido-
reducere.

INSUSIRILE FITOINHIBITOARE ALE UNOR SUBSTANTE PRODUSE
IN COLONIA DE ALBINE (APIS MELLIFICA L.)

M. GONNET
FRANTA

Introducere

Inci din anul 1960 am ardtat ci anumite fractiuni extrase din pro-
dusele stupului inhibau germinatia semintelor unor plante (GONNET si
LAVIE, 1960). Se vorbea In acea perioadi despre o nouid orientare in
studiul acestor substante. Se cunosteau deja insugirile antibacteriene ale
unor produse ale albinei, dar se cunogteau prea putine lucruri despre
actiunea lor fitoinhibitoare.

Aceste Insusiri nu constifule totusi un fenomen izolat. Exista foarte
numeroase exemple care aratd ci anumite extracte din substante de
origine vegetali sau animal proveacid fenomene de fitoinhibare. Au
fost decelati, de pildd, inhibitorii germinatiei sau ai cresterii diferitelor
organe de plante, cum sint : ridicini de Helianthemum, A. phyllanthes,
Papaver, Thymus, Rosmarinus ete. (I. BECKER, GUYET 1951 ; DELE-
NIL (1951) ; frunze tulpini si muguri de Xanthium, Centaurea, Allium, Ly-
copsis, Pelea, Salixz etc. (IZONIS 1947 ; FLETCHER, RENNEY 1963 ; LAN-
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KANZOV 1965 ; GARESTIER et al, 1966 ; KEFELI 1966) fructele si se-
mintele de Lycopersicum, Vicia, Oryzo etc. (KONIS 1940 ; PEYRONEL
VARA 1966). Pe de altd parte, anumite extracte ale unor secretii ani-
male prezintd de asemenea activitate inhibitoare : sterolii, terpenoidele,
hormonii §i diastazele s-au dovedit active fa{i de plante (LUSTIG si
WACHTEL 1939 ; BOITEAU si RATSIMAMANGA 1958 ; CIZKOVA si
URLYCHOV 1864 ; NITSCIH i NITSCH 1965; MILCU 1966 ; RAT-
SIMAMANGA 1966 ; MAC LAREN si BRADFUTE 1966), saliva umani
contine un inhibitor al germinatiei plantelor (YARDENI 1948). In sfirsit,
citiva autori au studiat efectul inhibitor al antibioticelor asupra germi-
nérii gi cresterii plantelor (BARTON, MACNAB 1954 ; DUQUESNOIS
1955 ; BRIAN si colab., 1965).

La insecte, anumite secretii dau o imporfantd putere fitoinhibitoare ;
citdm dupd PAVAN (1558) actiunea inhibitoare exercitd asupra specii-
lor Lupinus albus si Allium cepa de iridomirmecina extrasi din Irido-
myrmex. humilis, cantaridina secretatd de Lythae vesicatorig, pederina
produsid de Peaederus fucipes. Dupa LEMAY (1947) veninul de albina
controleazi germinarea semintelor. PAVAN (1958) a izolat dintr-o se-
crefie a albinei — laptisorul de mated — o substantd cristalizabild, pu-
ternic inhibitoare a cregterii la Lupinus c¢lbus. Primele noastre lucriri
(GONNET, LAVIE (1960} au fost realizate folosind boabele de orez
{Oryza sativa) cultivat pe vatd hidrofili ca substrat. In apa cu care se
irigau semintele au fost introduse extracte apoase de produse ale albinei.
S-a lucrat cu extract de propolis, de polen, de miere, de ceard, de lapti-
sor de matcid si de albine intregi. Propolisul si mierea au provocat o
inhibitie totaldi a germindrii orezului. Alte extracte testate au determinat
o incetinire a cresterii plantelor in comparatie cu martorul irigat cu apa.
DEREVICI si colaboratorii (1964) au remarcat o inhibare a germindrii la
Cannabis sativa, In compozifia mediilor de culturd utilizate intrind ex-
tracte alcoolice de propolis. Acesti autori au insistat mai ales asupra pu-
terii inhibitoare, mai mult sau mai pufin importante, a diverselor, ,,cali-
titi“ de propolis care au fost utilizate. Intr-o lucrare mal recentd
(GONNET 1966) a fost studiatd In mod special actiunea propolisului asu-
pra semintelor de ldptucd \Lactuca sativa. Inhibitia se manifestd, in func-
{ie de concentratiile studiate, printr-o incetinire sau chiar oprire a cres-
terii plantelor, Aceastd ultimi lucrare a ariitat ci este vorba de o inhi-
bitie a cregterii plantelor si nu de o inhibifie a germinatiel in sensul
strict, asa cum au considerat auforii anteriori.

Ca urmare a acestor incerciri preliminare am studiat mai am&nun-
tit fenomenele de fitoinhibifie provocate de substantele prezente In stup.
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Material si metode

A. Natura si extractia citorva substante existente in stup
Extractele pe care le-am testat au fost preparate in felul urmaétor :

— Extract apos de propolis (P;), 80 g propolis sint extrase cu
api distilati clocotitd. Extractul este recuperat, concentrat pe baie de api
si filtrat ; 1 em? din acest extract contine 95 mg substantd uscatd ;

— Extract alcoolic de propolis (Py), 80 g propolis sint extrase cu
aleool (1 ord, cu reflux)., Extractul este filtrat prima datd la cald, apoi
pe dispozitivul Blichner, a doua oard la rece dupd precipitarea cerurilor.
Alcoolul este evaporat. Reziduul este reluat in apd distilaté, reit la 0°C,
centrifugat si filtrat. 1 cm?® de filtrat obtinut conyine 50 mg substanti
ugcata.

—— Extract alcoclic de polen din ghemotoc colectat de albine (Pg}
20 g polen din ghemotoacele colectate de la o colonie de albine sint mo-
jarate si extrase cu alcool la rece. Dupé filtrare alcoolul este evaporat.
Reziduul, reluat cu api, este ricit la 0°C, centrifugat, apoi filtrat. 1 em?
solutie activd contine 118 mg substanti uscatd.

— Extract alcoolic de pdsturd (P?). 20 g pésturd, din fagurii din
acelagi stup (stupul nr. 225), sint extrase si tratate in modul descris mal
sus. 1 cm? de extract contine 148 mg substantd uscata.

— Extract de miere (Cg). Este vorba de fractiunea acidd saponifica-
bild a unui extract de miere esterificat. Modul de obtinere a acestei frac-
tiuni va face obiectul unei descrieri aménuniite cu altd ocazie. 1 em? de
solutie apoasd contine 3,3 mg subsfanid uscata.

— Extract acetono-alcoolic de ceard (C) 10 g de ceard veche sint
dizolvate in aceton#, la cald. Acetona este partial evaporatd extrasd si
reluatd-eu alcool, decantatd gi filtratd. Alcoolul este evaporat; reziduul
este reluat cu apd si lasat si se decanteze in frigider (0°C) timp de 24
ore, Se centrifugheazi si se filtreaza., 1 em? de filtrat contine 154 mg

substantd uscatd.

— Extract alcoolic de albine (A). 50 g de albine prelevate dintr-un
stup sint puse la macerat in alcool timp de 24 de ore apol extrase timp
de 1 ord in reflux. Dup# o primi filtrare intr-un aparat Bichner, alcoo-
lul din filtrat este evaporat iar reziduul reluat cu apd. Extractul depus
24 ore in refrigerator este cenirifugat, apoi filtrat din nou. 1 cm? din
aceasti solutie contine 270 mg substantd uscata.

A fost testat efectul fitoinhibitor al tuturor acestor extracte asupra
cresterii la Lactuca sativa. Ca urmare, am mentinut materialul gi meto-
dele de control care ne-au satisficut in primele noastre incerciri (GON-
NET 1966).
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B. Probe biologice pentru specia Lactuca sativa

Aceastd metodd, deja folositd in lucrarea noastrd precedentid tre-
buie descrisd mai detaliat, tinind seama de faptul c& a primit unele im-
bunatatiri.

Noi utilizim ca mediu de culturd gelozi 20%, in api distilats, la
care se adaugd in diferite concentratii fie solutia de studiat, fie apd ca
martor. Aceste amestecuri sint imediat trecute in plici Petri (cu diame-
trul de 10 cm). Concentratia extractului utilizat pe substrat este expri-
matd In mg substan{d uscatd la 1 em?® de mediu. Studierea unei con-
centraiii a acestul extract este realizatd cu ajutorul a 3 cutii, in fiecare
placd fiind seminate 100 seminte. Aceasti insdmintare se efectueazd pe
cit posibil omegen pentru a facilita prelevirile ulterioare. Siminta utili-
zatd este laptuca de Batavia (Blonde de Paris). Cregterea are loc in etuvi
si la o temperatura de 25°C ; umiditatea relativd a inciperii este de 80%,
16 ore dupa insimintare plantele sint expuse la lumingd timp de 30 mi-
nute. Aceastd expunere este repetatd de 5 ori pe timpul intregii durate
a experientei (fie dupa 16, 24, 40, 48 si 60 ore). Sursa luminoasi este
constituitd de o rampd alcituiti din 2 limpi fluorescente de 40 wafi
fiecare (Philips blanc brillant). Iluminarea primitd la nivelul fiecirei
plici este de 1500 lucsi.

Citirile sint efectuate la 70 de ore dupd insdmintare. Se prelevi
din fiecare placi 20 de plantule, procedindu-gse in felul urmitor : in
scopul de a evita o alegere preferentiald din ansamblul de seminfe, se
suprapune pe placd un disc de carton cu diametrul de 10 cm. Pe acest
disc sint desenate 5 cercuri de 2 cm in diametru situate la distantid egald
intre ele (un cerc central si o suitd perifericd de 4 cercuri). Prelevirile
de plantule se efectueazd prin transparentd in interiorul fiecaruia din
aceste cercuri, Rezultatele sint exprimate in lungimea hipocolitelor si
a ridicinutelor (misuratd sub o lupd binoculard) potrivit raporturilor :

(Lung. hipocot.) I®
(Lung. hipocot.) T
(Lung. rad.) I?
(Lung. rad.) T

in care I® reprezinti dilufia in substrat a unui extract inhibitor I, iar
T — martorul.

Rezultatele obtinute

Toate extractele obfinute au provocat (la concentratii diferite) o
oprire sau o incetinire a cresterii plantelor. Aceastd inhibifie este cea
mai puternicd la nivelul rddicinii. Schema ilustreazd activitatea compa-
ratd a tuturor acestor substante.
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Din aspectul curbelor care exprimid inactivarea cresterii radicu-
lare a plantelor se constatd ci extractul de miere (C8) posedd o putere
inhibitoare foarte ridicatd (inhibitie totald cu 0,030 mg substanti uscati
la 1 em? mediu de culturd) ; este urmat de extractul alcoolic de propolis
(P2) (inhibitie totald la 1,5—3 mg substanti uscatd/em3). Alte subs-
tante au o aciiune mai slabd (concentratii cuprinse intre 1 s§i 5 mg
substanti uscatd la cm® de mediu de culturd In cazul inhibitiilor partiale),
extractele de polen (si in special cel de polen din ghemotoace) sint foarte
pufin active.

Discufie si concluzii

Toate substaniele extrase din stup posedd, in grade diferite, facul-
tatea de a inhiba sau Incetini cregterea plantelor de laptucd. Menfionim
in mod special interesul pe care-l prezintd o fractiune acidi saponificati
extrasi din miere care inhibd dezvoltarea plantulelor in doze foarte
slabe. Extractele de propolis prezinti in egald misurd o activitate re-
marcabild. Fractiunea inhibitoare prezentd in propolis este mai usor de
extras cu alcool decit cu apd. Extractele de albine si de ceard au o acti-
une destul de slabid. In sfirsit, polenul stocat in faguri de cétre albine
relevd o activitate redusd, polenul proaspat din ghemotoace fiind inca gi
mai putin activ.

Constatdm, asadar, ci puterea fitoinhibitoare a fractiunii extirase
din corpul albinei este slaba in comparatie cu activitatea produselor
recoltate de albinid. In mod firesc acestea ne-au condus la presupunerea
cd substantele inhibitoare ale cresterii vegetale, prezente in miere si
propolis, sint cel pufin in mare parte de origine vegetald. De altfel, lucriri
complementare sint in curs, iar rezultatele obtinute ne vor permite in
curind si tragem concluzii asupra acestui subiect. Dar putem afirma c&
o parte din substaniele inhibitoare provin din stup si sint de origine
animald. Exemplul polenului este o confirmare evidenti. Am aritat ca
polenul stocat deja amestecat cu numercase secrefil salivare si tasat in
faguri de citre albine este mai activ decit polenul din ghemotoace care a
suferit numai un inceput de transformare. Ori, trebuie s mentionfm in
acest caz cd recoltarea acestor categorii de polenuri a fost efectuatd in
acelasi stup si in aceeasi epocd. Cele doudtipuride mostre prelevate erau
deci calitativ comparabile. Pe de altd parte MAURIZIO (1860)a constatat
cA anumite secretii salivare ale albinei, incorporate in polen proaspat (polen
de Papaver betula, recoltat manual), impiedicd germinatia si cresterea
tuburilor polinice. Extractele alcoolice de albine intregi au dat acelasi
rezultat. Asadar, dubla origine i multitudinea substantelor cu caracter
fitoinhibitor pare evidentd la produsele coloniei de albine. Acest fenomen
nu este de loc surprinzitor, intrucit dupd cum am vizut, animalele ca
si plantele, pot acumula in anumite fesuturi substanie care actioneaza
asupra cresterii plantelor.
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In sfirsit, acest studin completeazd cunostinfele noastre asupra nu-
meroaselor insugiri biclogice ale produselor stupului i constituie in
egali misurd o urmare logicd a lucririlor efectuate de LAVIE (1960),
consacrate substantelor antibiotice extrase din produsele albinelor.
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STUDIUL COMPARATIV AL SENSIBILITATII STAFILOCOCILOR
LA PROPOLIS $I LA ANTIBIOTICE

S. SCHELLER

J. TUSTANOWSKI
Z. PARADOWSKI
POLONIA

In urma cercetirilor recente efectuate in laboratorul nostru, am
reusit si stabilim spectrul de sensibilitate al bacteriilor fatd de o solufie
alcoolicd de propolis confirmind astfel eficienta acestei solutii in trata-
mentul dermatitelor purulente si al unor maladii ginecologice.

Actiunea antibacteriani a mostrelor de propolis provenite din surse
diferite s-a dovedit a fi diferentiatd. Metoda cu rondele, utilizatd de noi
pentru examinarea actiunii propolisului, se bazeazd pe inhibarea cres-
terii unei suse standard (Staphylococcus pyogenes — Oxford 209 P) cu
o anumiti concentratie de propolis. Rezultatele acestor experiente si
detaliile metodei clinice utilizate au fost deja publicate.

In cursul investigatiei am comparat sensibilitatea stafilococilor izo-
lati din materiale patogene cu cea a sugelor de colectie. Al doilea obiec-
tiv urmirit in cercetiirile intreprinse a fost demonstrarea eventualei
corelatii intre sensibilitatea la propolis si la antibiotice a stafilococilor
izolati din materiale patogene.

Materialul

Am studiat 56 suse de stafilococi izolati din materiale patologice.
Actiunea antibacteriani a propolisului, examinati prin metoda inhibrii
dezvoltirii sugelor standard a fost determinati pentru 3 mg/ml. Sensibi-
litatea stafilococilor fatd de antibiotice a fost determinati prin metoda
curenti cu rondele. Antibiograma a cuprins urmétoarele antibiotice : pe-
nicilind, ampicilini, meticiling, streptomicing, cloramfenicol, teramicina,
eritromicina, miacing, sulfatiazol.

Rezultate

Pentru un numir redus de stafilococi izolafi din materiale pato-
gene s-a constatat o sensibilitate la propolis comparabild cu cea a suse-
Tor standard. Din totalul de 56 specii studiate, numai 5, aproximativ 9%
au fost inhibate de propolis in concentratie de 3—9 mg/ml, 23 suse
(41%,) au fost inhibate de o concentraie de 12—15 mg/ml — definitd
ca sensibilitate redusd fati de propolis si, in sfirsit 28 de specii (50%)
au fost inhibate de o concentratie de 18—21 mg/ml, ceea ce am definit
ca rezisten{d mare fa{d de propolis. Nu am reusit sd obfinem un réis-
puns clar in ceea ce priveste corelatia dintre sensibilitatea examinata a
stafilococilor la propolis si la antibiotice.

Toate speciile cu sensibilitatea certd fatd de propolis au manifestat
o mare rezistentd la antibioticele testate. Intre susele care au manifes-
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tat o sensibilitate redusi la propolis s-au inregistrat diferite grade de
sensibilitate la antibiotice intoemai ca si in rindul suselor rezistente.
Pentru ultimele doud grupe, prin definirea zonei medii de inhibi{ie s-a
evidentiat o reducere generali a sensibilitifii la antibiotice. Rezultatele
sint cuprinse in tabelele 1, 2, 3.

Tabelul 1
Sensibilitatea 1a antibiotice a stafilococilor sensibili la propolis

Sensibilitatea la antibiotice : zona de inhibitie

Sensibilitatea la propolis (medie) a culturii de stafilocoei, in mm

penicilind 13,4

ampiecilind 15,0

meticilind 15,0

sireptomicina 16,4

3—(59 g/ ;’n 1 cloramfenicol 15,6
suge teramicina 13,0
erifromicind 19,0

miacing 20,0

sukfatiazol 13,0

Tabelul 2

Sensibilitatea la antibictice a stafilococilor cu sensibilitate redusad la propolis

Sensibilitatea la antibiotice : zona de inhibitie

Sensibilitatea la propolis (medie) a culturii de stafilococi, In mm

penicilind 23,9

ampiciling 23,2

meticilinad 20,1

streptomicind 24.8

12—15 mg/ml cloramfenicol 20,3
teramicina 21,4

eritromicina 234

miacind 27,2

sulfatiazol 28,6

Tabelul 3

Sensijbilitatea la antibiotice a stafilococilor rezistenii la propolis

Sensibilitatea la antibiotice : zona de inhibitie

Sensibilitatea la propolis (medie) a culturii de stafilococi, In mm

peniciling 25,2
ampicilini 25,5

meticilind 23,2

streptomicina 26,7

18—21 mg/ml cloramfenicol 23,9
28 suge teramicing 21,8
eritromiciné 24,9

miacind 274

sulfatiazol 32,2
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Concluzii

1. In majoritatea cazurilor, stafilococii izola{i din materiale pato-
gene au manifestat o sensibilitate redusi la propolis ; numai 10%, din
susele testate au prezentat o sensibilitate comparabili cu cea a sugelor
de colectie. Reducerea sensibilitatii a fost, probabil provocati de modi-
ficArile metabolice intervenite la aceste suge, modificiri care in afara
organismului, pof fi demonsirate ca fiind de maturi enzimatici. Inten-
tiondm s& aprofunddm cercetarea acestei probleme in viitor. Se pare,
totusi, cd sensibilitatea stafilococilor la propolis determinatd in wvitro,
nu corespunde cu exactitate sensibilitdtii manifestate de acestia in vivo,
deoarece in practica clinicd au fost obiinute rezultate bune prin admi-
nistrarea propolisului In cazurile de infectii purulente.

Este cunoscut un fenomen similar — de neconcordanti a sensibili-
litdtii bacteriilor la antibiotice — comparind examenul in vitro, cu re-
zultatele clinice.

2. Nu am observat existenta unei corelatii intre sensibilitatea ma-
nifestatd de stafilococii testati fatid de propolis si de antibioticele de uz
curent. Este interesant ci varietifile cu sensibilitate accentuatd fatd de
propolis au manifestat o puternici rezistentd fatd de antibioticele
utilizate. De aceasti problemi avem intentia si ne ocupim in mod amé-
nuntit in viitor.

REACTIA PLASMOCITARA LA SOARECII ALBI IMUNIZATI
CU UN ANTIGEN ASOCIAT CU PROPOLIS

V. P. KIVALKINA
A. I. BALALIKINA
V. I. PIONTKOVSKI
U.R.S.8.

In lucririle noastre anterioare am comunicat cd propolisul admini-
strat impreuns cu un antigen intensifici formarea anticorpilor, fagocito-
za, activitatea complementari a serului sanguin si sporeste continutul de
gamaglobuling (V. P. KIVALKINA).

Scopul cercetirii actuale este de a studia influenta propolisului ad-
ministrat mpreuni cu un antigen, asupra reaetiei plasmecitare, care
este unul din principalii indicatori ai tramsformérii imunologice a orga-
niemului, manifestat curind dupé imunizare.

Material i metoda de lueru. Cercetérile s-au efectuat pe 137_§oa_reci
albi, Ca antigen s-a folosit un antigen complex (complexul gluc1do_11po—
proteic) extras din S. enteritidis. Soarecii din prima grupa au fost imu-
nizafi cu antigen dizolvat in ser fiziologic ; soarecilor din a doua grupd
li s-a adminjstrat acelagi antigen, emulsionat intr-un amestec de lanolind
si vaselini ; celor din a treia grupi, antigen emulsionat cu adao_s de
saponini, iar celor din a patra grupd, antigen emulsionat cu un stimu-
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lator cu propolis. Antigenul a fost injectat o singurd datd, subcutan,
in regiunea gambei drepte. In a 3, 6, 10, 15, 20, 27, 34, 44, 58, 75 si
a 90-a zi dupa imunizare trei goareci dim fiecare grupd au fost narcoti-
zafi cu eter, au fost deschisi si 1i s-au extras urmatorii ganglioni limfa-
tici ; popliteu drept, mezenteric, paraaortici, poplitei si subscalpulari
stingi. Pe lamele preparate s-au numérat celulele din seria plasmocitard
dupa meteda lui M. P. POKROVSKAIA si L. S. KOGANOVA (1974).
Paralel cu studierea modificdrilor citologice s-au titrat anticorpii in
homogenate din organele limfatice si din serul sanguin. Din organele
limfatice s-au preparat homogenate, s-au diluat cu ser fiziologic 1 :10,
1:20 si s-au extras timp de 24 ore la temperatura de 4° apoi s-au
centrifugat, iar lichidul supernatant a fost supus unei reaciii de aglu-
tinare la fel ca si serul sanguin — dupi o metoda curenta.

Prin cercetirile ficute anterior pe animale intacte, s-a stabilit cd
in 50 cimpuri microscopice ale preparatelor din ganglionii limfatici
regionali s-au gasit 6—9 celule din seria plasmocitara.

Rezultatele cercetirilor. Analiza citologici pe grupe a ardtat ci
reactia imunoclogici la administrarea antigenului se manifestd cel mai
intens si in cel mai scurt timp prin mérirea numdérului de celule din
seria plasmocitard in ganglionii limfatici regionali.

La soarecii albi imunizati cu antigen complex, dizolvat in ser fizio-
logic (grupa I), s-a constatat in a 3-a zi dups imunizare o plasmoblastoza
neinsemnaty in ganglionii limfatici regionali. Cel mai mare numir de
celule din seria plasmocitard (91) a fost gasit In a 6-a zi; In continuare,
nivelul acestora a avut un caracter ondulatoriu. In ganglienii limfatici
periferici s-au observat modificiri celulare similare, diferenta constind
numai intr-o intensitate mai sciizutd a reactiei plasmocitare.

In homogenatele de ganglioni regionali anticorpii au fost eviden-
tiati in a 3-a — a 6-a zi dupi administrarea antigenului si au atins
numirul maxim (1 :1280) in a 15-a zi. In ganglionii limfatici periferici
aparitia anticorpilor a inceput si se manifeste abia dupd a 15-a zi: cele
mai ridicate titruri de anticorpi au fost constatate mai iirziu decit in
ganglionii regionali (in a 34-a si a 75-a zi).

In a 3-a zi de experientd, in serul sanguin s-au titrat aglutinine
1:23. In continuare titrul lor a crescut brusc si a atins valoarea maxi-
mi in a 44-a zi (1 : 3460).

La animalele imunizate cu antigen complet, emulsionat in amestec
de lanolind-vaselind (grupa a II-a) s-a observat in a 3-a zi de experi-
entd o crestere a numérului de celule plasmatice, cu predominarea plas-
moblastelor. Numdirul maxim (102) de celule din seria plasmocitard a
fost fixat in a 10-a zi dupd imunizare. Ulterior, numéarul lor a revenit
la valoarea initiald, cu o cregtere neinsemnatd in a 58-a zi. :

In homogenatele de ganglioni limfatici regionali s-au evidentiat
anticorpi in a 3-a si a 6-a zi de studiu iar acumularea lor maximd
(1:5120) s-a constatat in a 34-a zi si a 58-a zi. In ganglionii limfatici
periferici, anticorpii au fost identifica{i in a 10-a zi, iar titrurile lor
maxime in a 58-a zi de experien{d. Cresterea titrurilor aglutininelor in
homegenatele de organe limfatice si de ser sanguin a fost paraleld, iar
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in prima pericadi a observatiilor titrurile anticorpilor in homogenate
au fost superioare celor din serul sanguin. Cea mai mare cantitate de
aglutinine (1 :3733) in serul sanguin a fost stabiliti in a 44-a zi.

In ganglionii regionali ai goarecilor albi imunizati cu antigen com-
plet emulsionat in amestecul de lanolind-vaselind, cu adaos de saponind
(grupa a III-a), in a 3-a zi s-a constatat o crestere neinsemnati a numé-
rului de plasmoblaste. Numirul maxim de celule din seria plasmoci-
tara (146) a fost fixat In a 6-a zi de observatii. Ulterior s-a constatat
reducerea nivelului acestora pind la valorile initiale, cu o crestere nein-
semnata in a 44-a zi si a 90-a zi. In ganglionii limfatici periferici au avut
loc deplasiri celulare cu acelagi caracter ca si in cei regionali, dar mal
putin intense.

In homogenatele de ganglioni limfatici regionali s-au evidentiat
anticorpi in a 3-a zi dupi imunizare. Cantitatea maximi s-a observat
in a 15-a zi — titrul 1 :2560. Organele limfatice periferice au intrat
treptat in procesul genezei anticorpilor antrenarea lor complecti s-a
observat fn a 15-a zi; in a 44-a zi de experientd ele contineau cel mai
mare numir de anticorpi. Titrul aglutininelor in serul sanguin g§i in
homogenate a crescut odatd cu predominarea lor cantitativil intr-o pe-
rioad# scurtd dupd imunizare in homogenate. In serul sanguin canti-
tatea maximi de aglutinine la titrul 1 :3733 s-a constatat in a 34-a zi,
cind in homogenatele de ganglioni limfatici regionali titrurile anticorpi-
lor au scizut.

La animalele imunizate cu antigen emulsionat in amestec de lano-
lind-vaselind cu adaos de propolis (grupa a IV-a), in a 3-a zi dupd admi-
nistrare s-a observat cresterea numdérului de plasmoblaste in ganglionii
limfatici regionali. Acumularea maximi de celule din seria plasmocitara
(644) s-a observat in a 6-a zi de experientd. Celulele plasmatice se aflau
in grupuri de cite 5—20 in cordcanele mielinice din regiunea medulari
$i rareori in scoarfa ganglionului limfatic ; printre ele predominau celule
plasmatice nemature. La observatiile urmatoare, numirul celulelor din
seria plasmatici era redus sub normal. In a 20-a si a 27-a zi numérul
lor a fost neinsemnat, predominau celulele plasmatice mature. A doua
crestere a numarului de celule din seria plasmocitard {(117) s-a obser-
vat in a 34-a zi de observatie ; cétre sfirgitul experientei numirul s-a
apropiat de normal. Ganglionii periferici au avut o reactie celulard cu
caracter similar insid de intensitate mai slabd. Numdrul maxim de
celule din seria plasmocitari a fost constatat de asemenea in a 6-a zi
dup3 imunizare si apoi in cursul intregii experiente a fost peste normal.

In homogenatele din ganglionii regionali s-au detectat anticorpi in
a 3-a zi dupd imunizare. Nivelul lor a atins o valoare maximi in a
27-a zi, la titrul 1:10240, apoi s-a observat sciderea titrurilor, cu
mirirea ulterioard repetatd in a 58-a zi pind la titrul 1 :5120. Ganglionil
limfatiei indepirtati au fost inclugi in geneza anticorpilor in a 6-a zi,
cea mai intensi acumulare de anticorpi remarcindu-se in a 27-a zi.
Nivelul anticorpilor In serul sanguin a urmat un curs ondulat cu spo-
rul maxim in a 27-a zi, titrul dilujiei serului fiind egal cu 1 :13366.
La animalele din grupa respectivd titrul anticorpilor in homogenatele
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de ganglioni limfatici regionali ¢i In serul sanguin a crescut paralele cu
cel mai ridicati indicatori din aceleasi perioade.

Injectarea subcutanati a antigenului complet este deci insotitd de
o transformare imunomorfologici In ganglionii limfatici, in care se acu-
muleazi celule din seria plasmocitard si anticorpii specifici. In acest caz,
la goarecii albi imunizafi cu antigen complet cu propolis, proliferarea
celulelor seriei plasmocitare in ganglioni limfatici regionali a fost
de 6 ori mai intensd decit la indivizii din alte grupe.

Comparind datele cercetirilor morfologice si serologice am ajuns
la concluzia ci mdirimea numdrului de celule plasmatice in ganglionii
regionali precedi acumularea anticorpilor specifici. In homogenatele de
ganglioni limfatici regionali anticorpii s-au evidenfiat mai Inainte decit
in serul sanguin si erau prezenti in titruri mai mari. Totugi in serul
sanguin al soarecilor albi inoculati cu antigen emulsionat cu prepolis,
anticorpii au existat aproape in cursul intregii experiente, in titruri
mai mari declt in homogenate, aceasta pe seama antrenirii active in
geneza anticorpilor nu numai a ganglionilor limfatici regionali ci si a
celor periferici. Titrurile aglutininelor au fost de 3,7—4 ori mai mari
decit la animalele inoculate cu antigen complet in combinatie cu alii
adjuvanti. Aceleagi concluzii s-au stabilit si din compararea intre grupe
a titrurilor maxime ale anticorpilor in homogenatele din ganglionii
regionali,

Din rezultatele cercetérilor efectuate conchidem ci propolisul in-
trodus in organismul animalelor de laborator in combinatie cu antigeni
stimuleazi reactia plasmocitari si formarea anticorpilor in organele
limfatice regionale si periferice.
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EFECTUL FRACTIILOR DE PROPOLIS
ASUPRA SISTEMELOR BIOLOGICE — I

D. POPESCOVIC, M. DIMITRIJEVIC, B. SOLDATOVIC
IUGOSLAVIA

Referitor la datele obfinute din literaturi este sigur cd propolisul
manifesti activitdfi biologice multilaterale. Este posibil ca efectul poli-
valent al propolisului s#-gi aibi originea in heterogenitatea chimici.

In timpul examenelor noastre anterioare ale propolisului, am ex-
tras prin cromatografie pe coloand 15 fractii diferite din propolis. 5 din
cele 15 fractii sint pure din punct de vedere cromatografic si celelalte
sint un amestec de 2 sau 3 componenti. Puritatea unor fracfii a fost
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testatd prin cromatografie in strat subfire pe gel de siliciu. Toate fractiile
obtfinute sint substante tari cu puncte de topire scizute, in afarid de
dousl care sint fluide, foarte viscoase. In cercetdrile moastre viitoare
avem de gind si diferentiem mai strins fracfiile propolisului gi in
faza imitiald prin teste biologice. Vom prezenta im acest articol numai
rezultatele preliminare ale examenelor noastre asupra efectului a trei
fractii de propolis de diverse comcentratii pe celule mamare in wvitro.

S-a studiat efectul fractiilor B, D si E, fiecare in concentratie
de 0,5%, 1,5% si 2,5%. Am folosit doud grupe de culturi de celule
cu martor :

a. culturi de celule expuse efectului de etanol in concentratie de
0750/0’ 1750/0 $1 2550/0'

b. cultura generald fird nici un efect al alfor compusi, in afard de
cel al mediului.

S-au testat linii de celule stabile (fibrocite} din fesuturi de soarece.
Celulele au fost mentinute in mediu Parker — 199 cu 20%, ser de bovine
si antibiotice. Celulele au fost expuse efectului de fractie si solutii
tmp de 12 ore. S-au stabilit 2 criterii pentru estimarea fractiilor de
propolis pe culturi celulare :

1. Determinarea indicelui mitotic si

2. Incidenta aberatiilor cromozomice,

La sfirsitul experientelor preparatele au fost tratate cu metode
standard, folosind si colcemidd, solufie hipotonici si fixative (alcool si
acld acetic, 3 :1).

Indicele mitotic s-a determinat ca procent din numirul de celule
mitotice in raport cu numirul de celule numérate.

Din rezultatele noastre este evidentd existenta diferentelor in acti-
vitatea mitotici dintre fractiile de propolis. Fractia E manifesta o
activitate mitotich de 2 ori mai mare decit fractia D sau ca martorii
Etanolul in doze de 0,5% nu are o infiuentd esentiald asupra indicelui
mitotic in comparatie cu martorii.

Aceste fractii de propolis n-au provocat aberatii cromozomice
clare in afarf de ridarea si leziunile obisnuite ale cromatidelor.

Se pare cid rezultatele noastre corespund cu datele care sugereazi
o influentd regenerativi a propolisului in unele tesuturi.

INFLUENTA UNOR EXTRACTE DIN PROPOLIS ASUPRA MITOZEI
IN MERISTEME DE ALLIUM CEPA L.

N. POPOVICI, N. OITA
ROMANIA

Cunocasterea unor cazuri de remisiune evidenti a unor tumori ma-
ligne §i a unor leucemii, remisiune consecutivd administririi de pro-
polis in diferite forme, ne-a indemnat la un studiu al mecanismului cito-
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logic de actiune al propolisului in ecazul unor meristeme vegetale ale
ciror celule au fost dezechilibrate informational, asa cum sint si celu-
lele canceroase,

In aceasti lucrare, prezentim unele rezultate cu totul preliminare
ale experientelor noastre in acest sens, efectuate pe meristemele radi-
culare de Allium cepa L., la care am urmirit desfisurarea mitozei sub
aspectul freevemjei si al normalitatii structurale.

Material si metodi de lueru

Bulbii inrddicinati de ceapid Allium cepe L., avind numeroase
radécini de 2—3 cm, dupd un examen sumar al normalititii mitozei, au
fost trecufi pe o solutie de ,,proposept® (extract alcoolic din propolisul
natural, solubilizat in apd prin adaocs de etilen-diaming) sau pe o solutie
mixtd de griseofulvind saturatd (cca 10 mg/l apid) plus ,,proposept® 0,20%,
La intervale de 24 de ore colectam cite 5 riadicinute pe care le fixam
in fixator Battaglia, apoi le coloram dupd Feulgen si le aplicam pre-
paratia ,,squash”. In aceste preparate, permanentizante am urmérit evo-
lutia mitozei prin observatii calitative si numéritori stabilind frecvenia
celulelor in diviziune si starea mitozei.

Rezultate si interpretari

Experienta I. S-a realizat punind bulbi inridicinaii si-si conti-
nue cregterea pe o sclutie apoasi 19, de ,,proposept®. Aceasti concentra-
tie este destul de mare ca efectul, eventual citostatic pe care ni l-au
sugerat remisiunile cunoscute de cancere si leucemii, si se manifeste
din plin gi rapid, ceea ce observafiile noastre au confirmat din plin.
Frecventa mitozei a diminuat treptat, ea dispirind din meristemele ri-
dacinilor aproape total dupi 48 de ore de contact al rddicinilor cu solu-
tia de propolis 0,19,. Ceea ce insi trebuie remarcat in mod deosebit este
faptul ci acest efect mitodepresiv, destul de evident, nu este Insotit de
nici o modificare structurali a mitozel, de nici un fel de dereglare a
fusului acromatic (mitoclazie) si nici de aparitia vreunui fel de aberatie
eromozomiald, sau de efecte consecufive adicid punti, fragmente, micro-
nuelei; cuprinse in notiunea de cromatoclazie.

Acest fapt ni se pare deosebit de important, deoarece considerim
¢ o substan{d oncolitici (sau cel pufin oncostaticd), trebuind si fie mi-
todepresivd, nu are voie si fie generatoare de dezechilibre informafi-
onale, fie si sub forma de mutatii cromozomiale (aberatii) sau genomice
(poliploide, aneuploide, ete). Este cunoscut ci multe tipuri de cancer
se caracterizeazi tocmai prin astfel de modificéiri numerice de cromo-
zomi ceea ce conditioneazi, in primul rind cregterea amarhicd gi inva-
zivd, ca semne ale neintegririi sistematice a celulelor maligne in
organism.
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In acest stadiu, am intrerupt influenta propolisului, trecind bulbii
s&-si continue cresterea pe api de robinet. Observatiile ulterioare asupra
meristemelor ne-au ardtat cd, la numai 24 de ore de la intreruperea
influentfei, reapar mitoze, si mai ales intr-o structurd perfect normali.
La frecven{d normali a mitozei, meristemele ce au fost fratate cu pro-
polis ajung la cca. 72 de ore de la Incetarea actiunii acestuia, cind si
cresterea rédacinilor este reluati.

Asgadar, o primi concluzie privitoare la influenta propolisului asu-
pra mitozei in celule meristemice normale a fost practic enuntatid si
doar o reformulim :

— propolisul contine principii mitodepresive care nu genereazi
anomalii mitotice sau aberafii cromozomiale, cu actiune energici dar
reversibild dupa incetarea actiundi lui.

De la o substantd oncolitici sau oncostaticd am mai putea pretinde
doar ca actiunea ei mitodepresivi si fie cel putin egald sau mai mare
asupra unor celule dereglate informational (cum sint celulele canceroase)
si, daci s-ar putea, reinstalarea mitozei In acestea s nu mai fie posibild.

Experienta a II-a, Am considerat interesant sd administram ,,pro-
posept”® unor celule dereglate sub aspectul integritidf{ii aparatului gene-
tic, chiar daci nu in sensul malignizirii. Am ales ca agent dereglator
griseofulvina care asa cum se stie din literaturi si asa cum stim din
rezultate proprii nepublicate, deregleazi foarte puternic gi tofal mitoza,
inducind pseudometafaze, pseudoanafaze si pseudotelofaze de tip colchi-
cinie, dar si — foarte frecvent — anafaze multipolare, care duc la ce-
lule plurinucleate cu nuclei inechivalenti si deficitari sub aspectul con-
tinutului genetic. La concentratia de 10 mg/l (solutie apoasi saturatd)
cu care am lucrat, dupi 24 de ore de actiune putem gisi o frecvenid
ugor sporitd a mitozei (un index mitotic crescut) dar abselut toate figu-
rile mitotice erau modificate. Dupi cca. 4 zile de actiune, mitoza dispare,
dar aproape toate celulele meristemice sint plurinucleate si poliploide.
Probabil c& starea plurinucleatd impiedici si intrarea In mitozi, de unde
o situatie de mitodepresie.

Influenta propolisului aditionat la proba experimentald in propor-
tie de numai 0,029, (ca solufie apoasi mixtd) este foarte semmificativi,
cu atit mai mult cu cit concentratia lui este de 5 ori mai micd decit In
prima experienta. ®

Fati de proba tratatdy numai cu griseofulvini, la proba cu griseo-
fulvind-l-propolis actiunea mitodepresivd (a propolisului) se instaleazi
foarte energic mai ales asupra celulelor in mitozd dereglatd care dispar
rapid, persistind mai mult timp doar mitozele cu slabe deregléri ca me-
tafaze si anafaze usor dispersate cu retardanti, ete.

Probabil ei propolisul, in cumul cu griseofulvina, blocheazi pre-
giitirile pentru mitozi# in special in celulele dereglate informational (ge-
netic), si din aceasti cauzd nu mai apar mitoze profund dereglate, ca
sub influenta griseofulvinei administratd singular.

Tn aceste conditii, dupd cca. 3 zile, mitoza din meristeme dispare
total dar, datoriti propolisului si efectului lui mitodepresiv, nu apar
celule plurinucleate. Aceasta ne-ar duce la concluzia ¢i efectul mitode-
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presiv al propolisului este mult mai energic asupra mitozei anormale si’
asupra celulelor dereglate genetic decit asupra celulelor normale, ceea
ce — asa cum am mai spus — ar fi o pretentie majord fatd de o sub-
stantd oncoliticd sau cel putin oncostatici.

Maj trebuie remarcat ci, dupi inldturarea solutiei de griseofulvini
plus propolis si trecerea bulbilor pe api, nici la 5—6 =zile mitoza nu
reapare sub nici o formd — normald sau modificatd — in meristemele
radiculare astfel tratate, Aceasta ne-ar duce si la ideea ci principiile
mitodepresive din propolis actioneazd mai energic si mai de durati la
nivelul celulelor meristemice in care s-a manifestat o dereglare sau o
tendin{d de dereglare geneticd. Aceasta ar crea un decalaj de prolifi-
citate in favoarea celulelor normale, ceea ce ar favoriza regenerarea
unui fesut meristemic normal in locul celui afectat de un agent de-
reglator.

Discutii

Daci admitem o similitudine de actiune a principiilor mitodepre-
sive asupra celulelor dereglate informational (genetic) prin griseoful-
vind sau prin malignizare, atunci remisiunile de cancer — leucemii — la
care ne-am referit la ineeputul lucrdrii s-ar explica astfel.

Un tesut nu se malignizeazi absolut total ; in el vor mai r@mine
celule normale, oricit de putine, dar a ciror activitate este dominatéd sau
chiar reprimati de celule maligne. Propolisul, reprimind preferential
si de durati celulele maligne, ar favoriza — fie si indirect — activita-
tea celor normale, ceea ce ar contribui la restabilirea stirii normale a
organismului. Astfel, evolutia malignid ar putea fi incetinitd sau chiar
opritd, dacd nu eradicatd din organism.

Chiar daci nu admitem o actiune oncolitici sau oncostaticid a
principiilor mitodepresive din propolis, atunci experientele descrise ne
sugereazd un principiu mai general in cercetdrile de terapeuticd a
cancerului,

Dupi pérerea noastri, pentru fratarea cancerului nu trebuiesc ciu-
tate citostatice puternice care ar afecta obligatoriu si celulele normale
in diviziune permanents (epiteliale, hematopoetice, etc.) din organismul
uman ducind eventual la malignizarea lor, ci ar fi necesare (si sufici-
ente) citostatice si citotoxice slabe. Acestea ar afecta pufin sau deloc
celulele normale, care dispun de o puternici homeostazie celulard prin
faptul integririi lor normale in sistemul organismal, dar ar afecta pu-
ternic, pini la distrugere, celulele maligne, dezechilibrate informational,
neintegrate sistemic in organism si care in urma acestui fapt dispun de
o homeostazie fiziologic slabi, fiind mai usor de distrus si eradicat.

Noi presupunem ci extractele de propolis posedid asemenea virtuti,
desi sint necesare numeroase experimentiri de laborator si de cli-
nici, in eventualitatea realitifii unor efecte oncostatice sau oncolitice
a extractelor la care ne-am referit.
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Concluzii

1. Propolisul contine principii mitodepresive dar care nu sint gene-
ratoare de anomalii mitotice sau aberatii cromozomiale, iar actiunea lor
este reversibild in cazul celulelor meristemice normale.

2. La administrarea concomitent cu un degenerator al mitozei cum
este griseofulvina, actiunea mitodepresivi se prezinti ca deosebit de
energicd asupra celulelor dereglate genetic si mai ales pare a fi ire-
versibila.

3. Experienfe ulterioare trebuie executate pentru a stabili lega-
tura intre unele remisiuni cunoscute de cancere gi leucemii umane con-
secutive administririi de propolis si efectele citologice ale propolisului
constatate de noi pe meristeme radiculare vegetale.

PROPOLIS — PROBLEME DE FARMACOCHIMIE
51 FARMACODINAMIE

G. VELESCU, M. MARIN
ROMANIA

Pe an ce trece propolisoterapia cigtigi tot mai mult teren, argu-
mentele in favoarea ei fiind din ce in ce mai numeroase.

Lucririle avind ca scop fundamentarea gtiinfificd a introducerii in
terapeutici a propolisulul ca atare sau sub diverse forme galenice, s-au
orientat atit spre cercetérile de farmacodinamie cit si spre separarea si
identificarea componentelor active din acest produs complex.

Caracterizarea propolisului prin determinirile unor constante fizi-
co-chimice a preocupat un numir destul de mare de cercetitori, insi
valorile obfinute pe diferite probe ale acestui produs fiind atit de dife-
rite nu pot constitui indicafii precise privind calitatea acestuia.

Pentru exemplificare : continutul in cenusi este dat de unii autori
intre 1,9 si 2,7% (1) pe propolisul eliberat de ceard. Noi am gisit pe
diferite probe de propolis o medie de 4%, cenusi.

Dupi HEICHUSCHEKO si VOGEL punctul de fuziune a fost gisit
la 67°C, auforii recomandind limita inferioari la aceastd consantid 90°C.

Noi am obtinut pe propolisul purificat p.fz. = 81—83°C.

Greutétile specifice au fost date 1a 1,033 : 1,121 gi 1,145,

Indicele de iod a fost obtinut intre 19,0 si 21,8 pentru propolis iar
pentru risina componentd Intre 30 si 50.

Propolisul este solubil in alcool, eter, benzen, propilen-glicol, ace-
ton&, cloroform si alti solventi organici.

Solubilitatea propolisului in solventii mentionati diferi la fiecars
dintre ei, in funcfie de temperaturs, in toate cazurile riminind reziduu-
rile alcituite in majoritate de impuritdfi mecanice. Pentru depistarea
principiilor active din propolis, cercetdrile incepute cu aproximativ cinci
decenii in urmi si continuate si in prezent au identificat din grupa fla-
vonelor : chrizina (JAUBERT 1927); tectochrizina gi galangina (VIL-
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LANUEVA, BARBIER, GONNET si LAVIE 1963 (2) ; acacetina ; 5 oxi-
7,4 dimetoxiflavona ; kaempferida; rhammocitrina; 5,7-dioxi-4-dimetoxi-
flavona ; 3,5-dioxi-7,4-dimetoxiflavona; pinostrobina, cvercetina 3).

De asemenea s-au identificat 2 terpene si izovanilina.

Concentratiile in flavone pe probele studiate au fost infre 1%, —
4%,. Cercetitorii CIZMARIK si MATEL identifici in propolis acidul
cafeic si acidul 4 oxi-3 metoxicinamic {ac. ferulic) (4).

De remarcat faptul ci atit speciile chimice identificate cit si pro-
centele acestora in diferite sorturi de propolis variazi in functie de re-
giune, flora si conditii climatice, neputindu-se corela cu precizie da-
datele analitice cu rezultatele farmacodinamice obtinute. Printre testirile
efectuate in laboratoare au fosft cele care au demonstrat prin antibio-
grame gi fungigrame proprietitile antimicrobiene i fungistatice ale so-
lutiilor alcoolice sau ale emulsiilor de propolis.

Emulsia hidroalcoolici de propolis a avut o acfiune bacteriostatics
iaty de Staphylococcus aureus ; Streptococcus sp.; B. anthracis, Erisi-
pelotris rushioptiae (5).

Alfi cercetdtori au dovedit prin fungigrame actiunea remarcabild
a extractelor de propolis fati de dermatofitii : Microsporum ferrugi-
neum ; Trichophyton equineum ; T. verrucosum ; T. tonsurans si T. vio-
laceum (6). Se observi totusi variatii notabile in actiunea antifungici a
cdiferitelor sorturi de propolis (6). Alii cercetitori au demonstrat sensi-
bilitatea fati de propolis a unor tulpini de Str. hemolyticus ; Staph.
albus ; B. paratyphy ; B. necrophorus ; Pasteurella ; Brucella ; Listerella ;
Proteus vulgaris ; B. tuberculosis etc. (7, 8).

Testérile in vitro ale activititilor bactericide si fungistatice au avut
rolul de a explica partial succesele unor tratamente empirice cu propolis.

Alte cercetdri au aratat c# propolisul distruge flagelatele : Twvi-
chomonas hominis si T. bovis.

Cercetiri de farmacodinamie

Cercetirile privind tolerant{a animalelor fa}a de propolis au relevat
urmétoarele aspecte (9) : administrarea orals la ciini a cite 100 ml emul-
sie de propolis (alcool 10%), timp de 10—20 zile, nu modifici starea
generala a amimalelor. Dupi sacrificare nu s-au constatat medificari
ale mucoaselor digestive si urinare, Ficatul si rinichii normale. Admi-
nistrarea la clini a propolisului sub form# de pilule cu unt de cacae
a ardtat ci acesta se disperseazii uniform pe intreaga mucoasi gastro-
intestinall, fapt censtatat prin sacrificarea animalelor la diferite inter-
vale de timp in decursul a 24 ore de la administrare.

Pentru calea internd, emulsia hidroalcoolici de propolis si pilulele
cu unt de cacao reprezinti forme utile de'administrare.

Injectarea intravenoasid a emulsiei hidroalcoolice (50 ml la cal,
10 ml la cline, 5 ml la iepuri) timp de 7 zile conduce la o accelerare
a pulsului §i a respirafiei timp de citeva minute dupi injectie. Sacri-
ficind citeva animale, s-au constatat focare de necrozi.
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Nu se recomandi injectarea intravenoasi. Inregistrind presiunea
sanguini in urma injectdrii emulsiei pe cale venoasd (2,5—5 ml sol.
10%;) se constati ci presiunea singelui scade, iar respiratia devine mai
ampli.:

Cercetiirile pe intestin izolat de iepure demcnstreazi ci propolisul
diminua tonusul si amplitudinea migcéirilor peristaltice.

Cordul izolat de broasci rispunde prin actiune cronotropi nega-
tivd (rérirea contractiilor) si inotropid (mirirea puterii de contractie).

In wvive, propolisul sub form# de emulsie hidroalecoolici combate
si diminueazd socul histaminic. Injectind intravenos histamina,
la iepuri, acestia fac un soc brutal, la wunii indivizi soldindu-se cu
moartea. La inocularea a 3—5 ml emulsie propolis (4 ml extract alcoolic
la 20 ml apid distilatd) pe cale intravenoasd, Inainte sau imediat dupi
injectarea histaminei, animalele fac un soc redus ca intensitate si Isi
revin la normal dupi 3—5 minute. In afara acestor observatii farmaco-
dinamice ce explici unele aspecte ale propolisoterapiei, au fost intre-
prinse cercetiri privind tratamentul arsurilor termice si al eczemelor
pruriginoase umede la ciini.

Unui numir de 8 ciini 1i s-au provocat arsuri in cerc cu diametrul
de 5 cm, pe pielea dorsali, cu api clocotitd f#r3 anestezie. Lotul mar-
tor a fost format din 4 ciini. Tratamentul lotului experimental s-a ficut
la 4 clini eu unguent propolizat 10%, si la 4 ciini cu eter propolizat
100/, timp de 7 zile ().

Din lotul martor 2 ciini au fost tratati cu wvaselind simpld si 2 cu
eter. S-a constatat cd propolisul, mai ales sub formi de solujie eterats,
combate plasmoragia, formeazi o peliculd protectoare, asiguri asepsia
gi anestezia i duce la vindecare In timp de 10—12 zile fati de lotul
martor, care s-a vindecat dupi 15—20 zile (9).

Rezultatele bune au fost obtinufte tratind un numir de 12 cfini
afectati de eczemd umed# pruriginoasi cu ajutorul unguentului propo-
lizat 10%/,. Rezultate mai bune au fost obtinute asociind aplicarea exter-
ni a propolisului cu injectii de novocaini 1%, perifocal. Foarte intere-
santi este, deasemenea, comunicarea ficuti de citre V. N. AMELEV-
SKAIA, V. S. VLADIMIROVA, L. A. BARAN si V. V. CEKMAN la cel
de-al XX-lea Congres international de apiculturd de la Buecuresti, cu
privire la utilizarea propolisului in bolile de iradiatie.

Experimentirile efectuate de noi In acest sens au demonstrat cé so-
tiile alcoolice si emulsia hidroalcoolicd, administrate intern la ciini (150
m] emulsie 35%;) sint slab radio-opace in comparatie cu lipiodolul si
urombralul (9).

Experiente efectuate pe cobai imunizati cu antigen cu propolis au
demonstrat o stimulare nespecifici a reactivitdtii organismului, cu
crestere de 3,7—4 orimaiintensi a anticorpilor, fati de lotul martor (10).

Extractele de propolis s-au folosit cu succes in dermatitele de
origine aftoas#, experimentérile fiind ficute pe 2 000 animale si s-a con-
statat ci propolisul reduce timpul de vindecare, este bacteriecid, anes-
teziant si nu produce efecte adverse (11).

Solutiile alcoolice de propolis experimentate pe un numir de 500
bolnavi de tricofitie au dat rezultate satisficitoare la 82%, din cei tra-
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tati, fari aparitia efectelor adverse (12). Extractele apoase, hidroalcoolice
si oleoase de propolis au fost administrate peroral si intratraheal la un
numir mare de bolnavi t.b.c. cu rezultate superioare tratamentelor cu
medicamente cunoscute (13).

Cu titlul informativ ardtim ci eczemele alergice pruriginoase la
om (in special cele contractate in depozitele de ciir{i) au beneficiat de
tratamentul cu unguent propolizat.

Concluzii

Din cele expuse retinem ci rezultatele analizelor fizico-chimice ale
propolisului furnizeazi wvalori atit de diferite in concentratiile princi-
piilor active cunoscute, ineit o caracterizare eficienti a calititii acestui
produs prezinti inci lacune,

Cercetérile farmacodinamice fundamenteazi totusi extinderea uti-
lizdrii in practica medicald a propolisoterapiei.

Se remarcd in special reducerea timpilor de vindecare, rezolvirile
obtinute in cazurile unde alte tratamente au esuat si capacitatea pe
care o are propolisul de a stimula imunoreaciiile nespecifice. Aceste
aspecte caracterizeazi o cinetici crescutd a unor reactii termodinamice
posibile, Intre principiile active si substratul tratat, fapt care ne-a in-
drumat spre ipoteza existentei in propolis a unor sisteme enzimatice
care din cite cunoastem nu au fost cercetate pini in prezent.

In laboratorul de patologie al Institutului de cercetiri pentru api-
culturi s-a separat, identificat si stabilit metoda de determinare a acti-
vitatii unei transhidrogenaze anaercbe existente in propolis.

Identificarea acestei enzime va permite lamurirea unor probleme
legate de farmacodinamia produselor de propolis. Stabilirea metodei de
determinare a activititii enzimatice completeazi condiitiile de calitate
cerute la acest produs printr-un parametru riguros.
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STUDIUL ACTIUNII ANTIMICROBIENE A PROPOLISULUI
ASUPRA MICROFLOREI TRACTULUI GASTROINTESTINAL

S. E. PALMBAHA
U.R.8.8.

Folosirea indelungati a antibioticelor si produselor sulfamidice
provoacd deseori aparifia formelor rezistente ale microorganismelor pa-
togene, Aceasta ne Indeamnd si cldutim noi produse medicamentoase
care si nu fie inferioare ca putere i méarime a spectrului de actiune.

Cercetirile efectuate cu propolis indicid eficienta folosirii lui in
medicina umand : dermatologie, chirurgie, stomatologie, otorinolaringo-
logie, ginecologie. Produsele din propolis se pot folosi cu succes si In
medicina veterinard : in febra aftoasd, necrobacilozi, bronhopneumonia
enzootici, dispepsia toxic#, paratifoza, mastitele stafilococice, pligile
infectate

Pe baza rezultatelor cercetirilor experimentale si a folosirii prac-
tice a produselor preparate din propolis, la Institutul de medicini vete-
rinari din Kazan au fost elaborate ,,Recomandiri cu privire la folosirez
propolisului in medicina veterinard® (V. P. KIVALKINA, J. F. KAZA-
KOV, 1962) in care se prevede fologirea perorald a propolisului ca mijloc
terapeutic si profilactic impotriva bolilor gastro-intestinale si pulmo-
nare veterinare.

In legdturid cu aceasta, de mare importanti practici este studiul
actiunii propolisului asupra microflorei tractului gastro-intestinal. Stu-
diul complex multilateral al diferitelor insusiri ale propolisului va crea
premise pentru folosirea acestuia ca materie prim# in producerea in-
dustriald a unor noi medicamente naturale.

Lucrarea isi propune studierea influentei propolisului in vitro si
in vivo asupra principalilor reprezentanti ai microflorei gastro-intesti-
nale.

Actiunea antimicrobiani a propolisului in vitro a fost urmaritid pe
culturi de colibacili, enterococi, bacterii acidolactice obignuite intestinu-
lui gros la animale, precum si pe culturi de stafilococ (tulpina etalon
209 si de laborator 39) si de bacterii acidofile.

Avind in vedere ci insugirile antimicrobiene ale propolisului pro-
venit din stupinele din R.S.S. Letond nu au fost studiate de nimeni pind
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acum, am studiat 9 probe de propolis adunat din zone diferite ale unor
raioane din R.S.S. Letoni. Am determinat actiunea bactericidi si bacte-
riostatici a propolisului nativ, introdus in mediile nutritive precum si
actiunea bactericida si bacteriostaticd a extractului alcoolic de propolis.
Am stabilit continutul de ceari in propolisul nafiv si de substanti uscata
din extractul alecoolic.

Rezultatele cercetirilor au arétat ci toate probele de propolis au
o acliune antimicrobiani pronuntati. Actiunea bactericidi a propelisu—
lui nativ atit in ceea ce priveste stafilococul cit si colibacilul s-a mani-
festat dupa 2—4 ore, iar la enterococ dupd 1—3 ore.

Extractul alcoolic de propolis 20%, diluat cu api distilatd (1 :5) a
provocat moartea enterococului dupd 10—15 minute, a stafilococului
dupi 20—30 minute si a colibacilului dupi 35—40 minute. In mediul
de agar carne-peptond cresterea stafilococulul a incetat dupid introdu-
cerea in 100 ml mediu a 0,05—0,25 ml extract alcoolic de propolis 20%p,
a enterococilor cu 0,25—0,5 ml si a colibacilului cu 3—9 ml, iar in bulio-
nul de carne-peptoni, respectiv 0,5—1,56 ; 1,5—2 gi 5—10 ml.

Actiunea bacteriostatici in agarul carne-peptonid s-a observat in
raport cu stafilococul dupi introducerea in 160 ml mediu a 0,06—0,025 g
propolis, cu enterococul — 0,1—0,5 si cu bacilul intestinal 6—7 g, iar
in bulionul din carne-peptond 0,1—0,25 respectiv 0,5 si 7—9.

Actiunea bacteriostatici in raport cu bacteriile acidolactice s-a
manifestat dupi adiugarea in lapte a 4—6 g propolis nativ, precum si
dupi adiugarea a 3—6 ml extract alcoolic 20%), de propolis.

Probele de propolis au continut 1,5—31,1%, ceari si extractul al-
coolic 20%, — 0,101—0,154 g substanti uscati la 1 ml. In extractul
alcoolic preparat din proba de propolis cu continut de 1,5 ceard, s-a
gasit 0,147 g substantd uscati intr-un ml, iar in extractul obtinut din
propolis cu confinut de 31,19 ceard — 0,103 g intr-un ml.

Studiul influentei folosirii perorale a emulsiel In api-alcool de
propolis asupra microflorei intestinale s-a ficut in 1968—1969 pe 39
purcei din rasa Marele alb, in virsti de 30 zile si la 20 iepuri de casa
adul{i rasa chinchilla.

Animalelor 1i s-a administrat timp de 30 de zile peroral extract
alcoolic 20%, de propolis sub form# de emulsie in ap#-alecool 0,5 si 5%,
in dozi de 4 ml la 1 kg greutate vie (concentratia de 0,5%, a corespuns
in recomandérile dozei indicate).

Au fost cercetate bacteriologic probele din fecale luate de la ani-
male la intervale de 10 zile de 5 ori inainte de administrarea prepara-
tului, de 3ori — in perioada administririi si de 2 ori — dupd adminis~
trare. S-a determinat numérul de colibacili, bacterii acidofile, entero-
coci, Clostridium perfringens. La iepurii de casd, in plus s-a determinat
numirul total de bacterii care eresc in condifii aerobe pe agar obisnuit
de carne-peptona.

In experientele cu purcei au fost cercetate bacteriologic 400 de
probe de fecale si s-au ficut 3 200 de insdmintiri, la iepuri — 200 probe
de fecale gi 1 600 insdmintiri.

In administrarea peroraly a propolisului impotriva microflorei
tractului gastro-intestinal s-a studiat numairul de colibacili si de bacterii
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acidofile in grupele martor si experimentale la purceii de 30 de zile si
la purceii in virsti de 70 de zile ; numirul ambelor categorii de bac-
terii a scizut bruse. Numirul bacteriilor acidofile insi a continuat si
se reducd pind la sfirsitul cercetirilor. Continutul de enterococi si Clos-
tridium perfringens, in diferite perioade ale experientei a variat — in
sensul cresterii sau al diminuirii acestuia. Cu toatd reducerea continu-
tului de colibacili, acestia rdmineau un grup predominant de microor-
ganisme pind la sfirsitul experientei. Al doilea loc ca numir l-au ocupat
bacteriile acidofile, iar citre sfirsitul cercetirilor al treilea loc — ente-
rococii.

In procesul cercetirilor bacteriologice am observat oscilatii mari
in continutul de microorganisme la unii indivizi din cadrul uneia si
acelelagi grupe, aflate In aceleasi conditii. Modificirile cantitative in
componenta microflorei fecalelor la purceii si iepurii experimentali, evi-
dentiate prin cercetiri bacteriologice, nu au depins de influenta emul-
siei in apéd-alcool de propolis, Intrucit au avut loc si la animalele
din grupele martor. Prelucrarea statistici a ar#itat ci modificirile can-
titative in continutul microorganismelor prin folosirea pe cale internj
a propolisului nu sint semnificative. Aceasta ne permite si tragem con-
cluzia ci folosirea peroralid indelungati a emulsiei de api-alcool cu
propolis nu duce la disbacteriozd, ceea ce prezinti mare importants
practic.
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EFECTUL PROPOLISULUI ASUPRA UNOR SPECII
DE MICROORGANISME $I MUCEGAIURI

L. VECHET
CEHOSLOVACIA

In prezent se acordi o deosebtiii atentie studierii propolisului, nu
numai in domeniul apiculturii, ci si in sfera chimiei si medicinei. Pe
noi ne-a interesat propolisul nu numai in calitate de apicultor, dar si
ca micolog, lucrind in industria productiei de antibiotice. Prezentim
aici doar in scop orientativ prima parte a lucrdrii noastre, de dimen-
siuni mai ample, care are, fara indoial3, lipsuri inerente.

Propolisul este un produs apicol natural care — citim din Der
Imkerfreund — contine circa 55, substante risinoase si cleiuri, 10%,
uleiuri volatile, 30%, ceard si 5% polen, La rece, propolisul se prezinti
ca o substanti solidi si friabild, iar la cald devine moale, maleabil si
foarte lipicios, aderent. Dupi cum confirmi si BRENNER, culoarez sa
este castanie, rosiaticd pind la verzuie. Calitatea actiunii antimicro-
biene a propolisului este — dupi SMID — puternic influentats de
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sUrsa din care acesta provine. VILLANUEVA si colaboratorii arati ci
partea cea mai activi a propolisului este reprezentati de galangini,
respectiv 3, 5, T-trihidroxiflavons. In plus, inci din anul 1927 sint cu-
noscute flavonele chrizind si tectochrizind. Aceste flavone sint — dupi
LAVIE — intotdeauna confinute in cleiurile mugurilor de plop. Ar fi
deci corect si presupunem cd propolisul isi are originea pe mugurii
copacilor.

Descrierea experimentului

Scopul experientei a fost elaborarea unei aprecieri privind actiu-
nea antimicrobiand a propolisului asupra unor specii de microbi, muce-
gaiuri §i drojdii. Dupa sistemul de clasificare a bacteriilor al lui BER-
GEY, au fost determinate urmaitoarele specii : din ordinul Eubecteria-
les ; Escherichia coli 9637/37, Micrococcus flavus ATCC 10 240, Micro-
coccus lysodeictius ATCC 4698, Staphylococcus aureus P—1485, Sar-
cing lutea ATCC S 341, Streptococcus cremoris NIRD 185, Corynebac-
terium equi CSAV 184, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis BL 750,
2 g, Bacillus antracoides ; din subincrengitura Eumycophyta : Fusarium
solani 257 ; Aspergillus orchraceus 511 ; din drojdiile familiei Endomy-
cetaceae (Saccharomycetaceae): Saccharomyces cerevisine ATCC 2611 ;
din familia Cryptococcaceae : Kloeckera apiculata BU CSAV si Candida
albicans.

Lucrarea se imparte in frei parti :

Prima parte examineazi efectele generale ale propolisului asupra
speciilor de bacterii, mucegaiuri si drojdii testate.

In a doua parte a experientei s-a pus problema precizirii efec-
telor antimicrobiene ale propolisului.

In partea a treia s-a determinat eficienta propolisului, comparativ
cu actiunea antimicotici a penicilinei si fungicidinei.

Propolisul utilizat in cursul experientei provenea atit din zona
nordicid a oragului Praga, cit si din regiunea muntilor Jizerské, Ca sol-
vent s-a folosit alcoolul etilic 96%),. Raportul dintre propolis si alccolul
etilic, la dizolvare, a fost intotdeauna 1:3, din cauzi ci aceasti pro-
porfie asigurd o dizolvare mai facild si eviti saturarea solutiei. Propo-
lisul cu alcool etilic a fost turnat, in continuare, intr-un flacon Erlen-
mayer cu capacitate de 300 ml, astupat cu un dop din material plastic ;
flaconul a fost amplasat pe agitator si agitat la temperatura de 31°C
timp de 36 ore, in intuneric. Confinutul flaconului a fost apoi filirat,
printr-un filtru de hirtie, in scopul de a se inlitura materialul inert si
propolisul nedizolvat. Propolisul dizolvat in alcool etilic a fost pastrat
la adipost de lumini, la o temperaturi de 12°C. Pentru a se asigura
omogenitatea mostrelor, in fiecare etapi de cercetare a fost preparati
intotdeauna o singura dozi de propolis dizolvat in alcool etilic.

Ca material microbian initial am utilizat microbi conservati pe ser
de cal, liofilizati.

Ca mediu lichid de culturd initial s-a folosit bulionul glucozat.
Bacteriile au fost cultivate timp de 24 ore la temperatura de 37°C, mu-
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cegaiurile — 10 zile la temperatura de 31°C, drojdiile — 48—72 ore
la temperatura de 25°C. Cultura in bulion a fost tinuti la rece, fiind
utilizatd intotdeauna numai timp de citeva zile. In vederea conservirii
ulterioare, cultura a fost insdmintatd pe agar inclinat, a fost cultivati
un anumit timp si apoi pastrati la temperatura de —5°C. Din cul-
tura astfel conservati, microorganismele pot fi prelevate si insimintate
din nou pe bulion glucozat. Pentru experientele propriu-zise s-au folosit
medij solide, in majoritatea cazurilor agar-singe. Pentru testarea eficientei
relative in comparatie cu antibiotice a fost utilizat agarul. Pentru
mucegaiuri au fost utilizate medii Sabouraud.

In locul placilor Petri obisnuite au fost folosite plici din material
plastic, care sint mai joase. Placa superioari se sprijind {(in cazul metodei
Heatly) pe role de ofel, ceea ce reduce in mod considerabil evaporarea
alcoolului etilic,

Fltrele de hirtie si rolele de otel s-au sterilizat Intr-un sterilizator
cu aer cald. la temperatura de 160°C, timp de 3 ore.

Rezultatele experientei

Partea I

Pentru determinarea sensibilitifii unui microorganism la propo-
lis au fost utilizate benzi de hirtie de filtru cu dimensiunea de 205 mm
si rondele cu diametrul de 10 mm. Sensibilitatea a fost experimentati
pentru toate cele 15 specii de microorganisme supuse testirii. Hirtiile
de filtru si rondelele au fost umezite cu solufia de propolis in alcool
etilic,astfel Ineit si nu se scurgd solutie pe mediul solid. Simultan cu
sensibilitatea la propolis s-a determinat si sensibilitatea diferitelor ca-
tegorii de miecroorganisme faid de alcoolul etilic. Rezultatul a fost negativ.

Tabelul 1

Rezultatele testirii sensibilitiii

Escherichia coli
Micrococcus flavus
Micrococcus lysodeicticus
Staphylococcus aureus
Sarcing lutea
Streptococcus cremoris
Corynebacterium equi
Bacillus licheniformis
Bacillus antracoides
Bacillus subtilis +++
Fusarium solani }
Aspergillus ochraceus |
Saccharomyces cerevisiae —+44-
Kloeckera apiculata +44

I

III
++

Explicafii : ~+-- sensibilitate maximi
-+- sensibilitate medie

-+ sensibilitate minim3a
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Partea a II-a

Majoritatea microorganismelor din prima parte a experimentului
au fost utilizate si in partea a doua, in care s-a stabilit cu precizie
sporita efectul antimicrobian al propolisului. Eficienta propolisului a fost
determinatd cu ajutorul metodei Heatley, respectiv eu role de otel cu
diametrul de 7.5 mm si prin deducerea zonelor de inhibitie,

Rezuliatele sint cuprinse in tabelul 2.

Tabelul 2
Specia Zonele de inhibitie, in mm
Mierococcus lysodeicticus 12,0 10,0 10,0 9,2 9,0
Staphylococcus aureus : 124 8,5 10,0 10,2 8,8
Sarcina lutea 10,6 12,0 9,2 16,5 11,0
Streptococeus ecremoris 9,0 8,2 ] 8,5 8,8
Corynebacterium equi 9,0 8,0 . 8,5 8,0 -0
Bacillus licheniformic 1p,0 9,0 9,5 8,0 ¢
Bacillus subtilis 10,8 12,2 i1,8 13,5 11,5
Bacillus albicans 9,0 ;8,0 9,0 0 8,5
Fusarium solani 8,8 13,0 14,4 10,2 11,0
Aspergillus ochraceus 10,06 12,0 12,5 12,5 12,5
Sdaccharomyces cerevisige 11,0 10,0 9,8 1 9.5 0
Kloeckera apiculata 00,0 12,0 8,5 9,2 1]

Testarea concentratiei de propolis in alcool etilic s-a efectuat pe
Bacillus subtilis, Sarcina lutea si Staphylococcus aureus. Rezultatele sint
redate in tabelul 3.

Tabelul 3
Concentratia de propolis in alcool etilic
Epecia
1:1 1:3 1:4 1:86 1:10
Bactllus subtilis 10,0 10,0 11,0 10,0 9,5
Sarcina lutea 10,0 11,0 16,0 10,0 8,5
Staphylococcus aureus 10,0 10,0 10,0 8.8 9.8

Pentru determinarea posibilitd{ii unei mai bune difuziuni a pro-
polisului dizolvat in alcool etilic, dupd adiugarea de apa, s-au facut
experiente pe Succharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus, Coryne-
bacterium equi si Sarcina lutec. La 9 ml solutie de propolis in alcool
etilic (raport 1 :3) s-a addugat 1 ml api distilatd. Rezultatele sint ilustrate
in tabelul 4.

Tabelul ¢
Specia Zona de inhibitie, In mm
Saccharomyces cerevisice 10,8 10,8 11,0 11,5
Staphylococcus aureus 10,0 10,0 10,2 9,5
Corynebacterium egui 10,5 10,0 10,8 10,5
Sarcing lutea 10,5 9,8 10,0 10,8
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Termostabilitatea propolisului a fost experimentati prin incilzi-
rea propolisului dizolvat in alcool etilic (1 :3) pe o bale de apd, in
patru eprubete, Incélzite la temperatura de 40°C, 60°C, 80°C gi respectiv
100°C. Incilzirea a durat trei minute. Rezultatele pot fi consultate in
tabelul 5.

Tabelul 5
Temperatura, °C
Specia
40 60 80 100
Staphylococcus aureus
Sarcina Tutea 10,0 10,0 9,0 9,5

11,0 12,0 . 11,0

Partea a III-a

In aceasti parte a lucriirii se stabileste efectul relativ al propo-
lisului, comparativ cu unele antibiotice. Pentru penicilind si propolis
a fost utilizat ca microorganism de testare Staephylococcus aureus. Re-
zultatul a fost negativ, probabil a fost testatd o susd rezistentd. Pro-
polisul a creat zone de inhibifie, dar penicilina nu. De aceea, s-a folosit
Bacillus subtilis.

Experienia s-a efectuat pe o placi de dimensiuni mai mari, cu
endoagar in care cultura de microorganisme cultivate in bulion a fost
reinsdminfatd, Pe endoagar au fost plasate 7 role cu propolis dizolvat
in alcool etilic (raport 1:3) si penicilina 16, 8, 4 u. Cultura a /fost
finutd in termostat la 37°C. Rezultatele sint prezentate in tabelul 8,

Tabelul 6

Substanta utilizati Zonele de inhibitie, In mm
Propolis alecool etilic 12,2 140 4135 14,0 12,5 12,5 12,8
Penicili~3 16 u. 122 124 123 124 12,6 125 124

La stabilirea actiunii propolisului in comparatie cu actiunea fungi-
cidinei a fost utilizatd levura Saccharomyces cerevisize ca microorga-
nism pentru testare. Concentratia propolisului in alcool etilic a fost

de 1:3; fungicidina — 100 u, 50 u si 25 u. Rezultatele sint ariitate
in tabelul 7.

Tabelul 7
Substanta utilizati Zona de Inhibitie, in mm
Propolis : alcool etilic 12,2 12,6 12,5 124
Fungicidind 100 u. 20,0 20,0
» 50 u. 17,3 17,0
. 25 u, 12,5 12,5
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Rezultate si discutii

In lucrare am intentionat si subliniem efectele antimicrobiene ale
propolisului asupra unor specii de microorganisme. Actiunea sa anti-
microbiani a fost demonstrati de un mare numir de autori. LINDEN-
FELSER considerd ci au fost evideniiate efectele generale bacteriosta-
tice si fungistatice, mai ales la bacteriile grampozitive. Propolisul nu a
actionat asupra nici uneia dintre cele douid culturi de drojdii testate.

Din experienjele efectuate rezulti ci propolisul actioneazi cu efect
antibiotic asupra majorititii microorganismelor testate, mai ales asupra
cocilor grampozitivi — Micrococcus lysodeicticus, Sarcina lutea, Sta-
phylococcus aureus, asupra bacililor gramnegativi — Bacillus subtilis, —
Corynebacterium equi, precum si asupra unor specii de mucegaiuri —
Aspergillus ochraceus si a unor drojdii — Sec charomyces cerevisiae.

Diferitele concentratii de propolis in alcocl etilic nu au prezentat
diferentieri esentiale — pind la concentratia de 1:10, care a prezentat
eficienta cea mai redusa.

Nu am observat vreo diferentd intre efectul propolisului dizolvat
in alcool etilic si cel al propolisului in solutie de alcool etilic cu adaos
de api.

Din seria de experienfe efectuate cu scopul de a testa termostabi-
litatea propolisului nu am sesizat diferentieri semnificative. Putem pre-
supune ci propolisul este o substanti termostabili. Aceasti calitate a
fost, de altfel, evidentiatad i de KIVALKINA.

Efectul antibiotic relativ al propolisului corespunde valorii a 16 u
penicilind si 25 u fungicidina.

Trebuie si remarcidm ci rezuliatele testelor efectuate au putut fi
influentate — i anume mai degrabd In sens negativ — de una din
calitdfile propolisului insusi si anume de solubilitatea sa mai mare in
alcool decit in apd. Pe de altd parte, sintem de pirere ci, desi s-a evitat
relativ eficient evaporarea alcoolului etilic din role (prin faptul ci ju-
méitatea superioard a plicii Petri se sprijinea direct pe role). acest pro-
ces de evaporare a putut totusi avea loe, prin difuzarea selutiei in mediul
solid. Tot astfel putem explica efectul negativ inregistrat la testarea
alcoolului etilic ca atare asupra speciilor de microorganisme pe care s-a
experimentat. In mod analog, metodele de titrare nu au putut fi exploa-
tate la maximum de precizie, deocarece si o concentrajie infimi de alcool
etilic in mediile de culturi lichidi are efect antimicrobian.

Au fost formulate, cu prilejul acestor experiente, numeroase in-
trebéri, al cidror raspuns va fi dat, fird indoiald, de experiente ulte-
rioare. In viitor, avem intentia si ne orientim asupra testdirii actiunii
propolisului fatd de o cit mai largd porfiune a spectrului microbian, in
scopul investigirii acestei substanfe din punct de vedere farmacologic.

Sintem Incredintati c¢d discutiile pe aceasti temd si eventuala co-
laborare in directia semnalati sint de naturi si releve pe deplin ca-
litd{ile acestui interesant produs biologic.
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ACTIUNEA PROPOLISULUI ASUPRA VIRUSWLWI
HERPETIC ,,IN VITRO®

I. CRISAN, A, MUTIU, N, SAHNAZAROV, V. CIOCA,
V. ESANU, A, POPESCU*
ROMANIA

Introducere

In ultimul deceniu, din ce in ce mai multe eforturi de cercetare
au fost consacrate aprofundirii multiplelor aspecte legate de actiunea
terapeuticd a unor produse apicole,

Dintre acestea propolisul a ficut obiectul a numeroase studii ex-
perimentale si clinice, o atentie deosebitd fiind acordati proprietitilor
tale ,,in vitro* cu virus Herpes simplex.

Rezultatele pozitive semnalate de unii autori (4, 8) privind efec-
tele inhibitorii ale extractelor de propolis asupra unor infectii experi-
mentale cu unele virusuri vegetale (virusul mozaicului castravetelui,
virusul patirii tutunului, virusul necrozei tutunului), i animale (viru-
sul gripal) au deschis perspectiva testdrii actiunii propolisului si asupra
altor grupe de virusuri.

In aceastd lucrare prezentdm unele date preliminare obtinute prin
testarea acfiunii unor extracte de prepolis asupra infectiei experimen-
tale ,,in vitro“ cu virus Herpes simplex.

BMaterial si metoda

A, Virus. S-a utilizat tulpina VR3 de virus Herpes simplex (VSH)
{de tip 1, 5) intretinutd prin treceri succesive pe linii celulare simiene si
de iepure,

Culturi celulare. Experimentul a fost realizat pe celule de embrion
uman total (EU) la pasajul 11—15 in vitro.

Mediul de culturd. Ca mediu de crestere s-a folosit IC—65 cu 109,
ser de vitel; mediul de intretinere a fost reprezentat de IC—65 fird
ser de vitel.

Pntru testarea formérii de plaje sub agar s-a wutilizat mediul cu
urmitoarea compozijie : sorutie Earle 53%,, solutie hidrolizat de lactal-
bumind 40%, ser de vitel 5%, glutamind 2%, penicilini 200 v. i/ml,
streptomicini 100 g/m, agar 3%; — 100 ml

Propolis. Propolisul brut a fost obtinut de la Combinatul Apiecl
Bucuresti, In testare a fost folosit propolisul adus intr-o forma tolera-
bila pentru culturile celulare, in concentrafie mai micd de 1%,

Toxicitatea produsului a fost testatd pe culturi celulare de embrion
uman prin incorporarea in mediu de culturd a produsului in diferite
dilutii si mentinerea lui timp de 7 zile. Doza maximi toleratd a fost
considerati acea dilutie care nu produce modificiri de crestere §i mor-
fologie celulars, utilizindu-se experimental dilufia de 1/20.

*) Asgisten{a tebnic®: Cefujiu M, Niea M., Dumoni M.
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B. 1. Testarea actiunii virulicide a extractului de propolis asupra
VHS prin amestec extemporaneu. Lichidul de culturad al celulelor infec-
tate cu VHS continind 106 DI;3/0,1 ml in amestec cu extract de propo-
lis diluat 1/20 a fost mentinut la 37°C, 24 de ore, efectuindu-se titra-
rea infectivititii pe EU la diferite intervale de timp.

2. Testarea vetiunit entivirale o produsuiui a fost efectuatd prin :

- metoda titrdrilor comparative in tuburi cu §i fird produsul in-
corporat in mediul de culturd. Peniru aprecierea efectului reducerii
titrului infectat (DLys) culturile au fost inoculate in dilutii zecimale,
lasate 2 ore la absorbiie si apoi adaugat mediul de Intretinere cu si
fara propolis 1 mentinute timp de 7 zile, interval in care a fost urma-
riti aparitia efectului citopatic. Titrul infectant a fost calculat dupid
metoda Spearman-Kéirber gi exprimat in Dl,s.

-— metoda plajelor cu §i fdrd incorporarea produsului in agar.
Aprecierea reducerii titrului infectant exprimat prin numérul unititilor
formatoare de plaje (UFP) s-a ficut prin comparare cu valorile obti-
nute la titrarea-martor, semnificatia statistici a wvalorilor fiind stabilitid
cu ajutorul tabelelor Lorentz (8). Pentru aceasta, culturi de celule in
flacoane Povitzki, dupi indep#rtarea mediului au fost spilate de 2 ori
cu PBS, inoculate cu 1 ml suspensie virald in dilutii zecimale. Loturile
de cite 4 flacoane per dilufie au fost mentinute pentru absorbtie 2 ore,
spalate de doud ori cu PBS si acoperite cu agar cu mediu nutritiv cu
si f8r3 propolis. Culturile mentinute timp de 6 zile 1a 37°C au fost aco-
perite cu solutle de rosu neutru 1/10000 pentru numirarea plajelor.
Culturile au fost fixate cu formol 10%, timp de 4 ore apoi colorate cu
solutie Giemsa.

3. Aprecierea acfiunii propolisului asupra curbei de crestere a ti-
trului infectant al VSH in culturile celulare : culturile au fost inoculate cu
aproximativ 5000 DI;3 VHS, ldsate 2 ore la absortie, spilate de doui
ori cu PBS si addugat mediul de intretinere cu si fdrd propolis. Cultu-
rile au fost mentinute cu acest mediu timp de C, 8, 12, 20, 24 ore. Pen-
tru fiecare varianti la intervalele de timp specificate, mediul cu propo-
lis a fost inlocuit cu mediul de intretinere dupi 2 spilituri cu PBS si
au fost efectuate titrari la toate aceste intervale. In acest scop, au fost
sacrificate cite 4 tuburi, supuse la doui cicluri inghet-dezghe} si apoi
centrifugate la 3000 r/min. timp de 20 minute ; supernatantul cumulat
a fost titrat pe culturi de E.U. Titrurile infectante (DI;3) au fost com-

parate cu titrurile obtinute de la culturile martor netratate cu propolis.

4. Testarea actiunii extractului de propolis asupre fractiunii ce-
lulare gi extracelulare a VHS in culturile de celule : culturi celulare de
EU infectate cu 10° DI;3 VSH cu si fard propolis incorporat in mediu
au fost mentinute la 37° timp de 24 ore, dupi care mediul de culturi a
fost indepértat constituind fractiunea extracelulari de VSH ; monostra-
tul celular a fost spélat de 2 ori cu PBS si supus la doud cicluri inghet-
dezghet dupi care a fost reluat in solutie ICg si centrifugat 20 min. la
3000 r/min., supernatantul constituind fracfiunea celulari de VHS,
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Din fractiunile celulari si extracelulari s-au efectuat titrdrile in-
fectivitatii VHS.

Pentru aprecierea relatiei dozi-efect au fost efectuate titrari com-
parative in absenta si prezenta propolisului in mediu in diferite dilutii,
urmarindu-ge titrul infectant la 48 ore si la 72 ore.

Conservarea in timrp a proprietifilor antivirale a extractului de
propolis a fost apreciati prin testarea activitdt{ii unui extract de propo-
lis 1a diferite intervale de la preparare, solutia fiind mentinuti la -}-4°C
timp de 3 luni.

Rezultate

a) Actiunea antivirald a extractului de propolis asupra VHS in
prim amestec extemporaneu,

Rezultatele obtinute prin testarea acfiunii virulicide a extractului
de propolis asupra VHS aratd o scidere apreciabild a titrului infectat
comparativ cu martorul la 24 ore dupd mentinerea In amestec.

b) Influenta extractelor de propolis asupra titrului infectat de VIIS.

In tabelul nr. 1 sint redate rezultatele objinute prin titrari com-
parative ale infectivitdtii VHS pe culturi celulare de EU cu si fard
propolis incorporat in mediul de culturd. Au fost testate 2 extracte de
propolis notate de noi cu I si II obtinindu-se o reducere semnificativa

Vv
a titrului infectant ( log VO )

Tabelul 1

Influenia extractelor de propolis asupra fifrului infectant al virusului
Herpex simplex

. . v,
Tifirare Titrare —_—
martor Vo)  martor Vo Rd ( log v )

Extract
pronolis I 10L75D1,, 10:D1,5 3,25
Extract
propolis II 102D1,4 106DT,4 4
Tabelutl 2
Influenta extractului de propolis asupra pumirului plajelor
Martor titru Extract propolis Rd. titru
U.F.P.Jml Titru U.F.P./ml U.F.P./fml
2,107 7,5,106 642,
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In tabelul nr. 2 sint prezentate rezultatele obtinute prin metoda
reductiei plajelor sub agar. Reductia de 64%; a unitatilor formatoare de
plaje (UF.P.) este considerati semnificativi la un prag de 5%, eroare
potrivit tabelelor Lorentz (8).

¢) Actiunea exiractului de propolis asupra curbei de crestere a
titrului infectant de VHS in culturi celulare.

Se constatd curbe de crestere a titrului infectat al VHS in culturi
celulare mentinute sub actiunea propolisului la diferite intervale de
timp de la inoculare (6 ore pind la 24 ore).

Se constati ci, sub acfiunea propolisului mentinut in mediul de
culturd timp de 16, 20, 24 ore, multiplicarea VSH se produce la un
nivel scizut, obiinindu-se o diferentd marcantd fati de curba marto-
rului netratat.

La variantele in care culturile au fost tratate pe o durati mai
scurtd de timp de la inocularea VHS, dupi indepértarea propolisului,
ciclul de multiplicare se reia, diferentele la sfirgitul experienfei nefiind
semnificative fati de martori.

Sint redate rezultatele obtinute prin testarea actiunii extractului
de propolis asupra productiei de VHS prin titrarea infectivitdtii fracti-
unilor celulare si extracelulare.

Se constati la 24 ore de la inoculare iractivarea VHS in mediul
de culturi (fractiunea extracelulari) si o sciddere semnificativd a pro-
ductiei celulare de VHS (fractiunea celulari).

Tabelul 3
Testarea relatiei dozi-efect
Ti diluti diluti dilutia dilutia
tigalfe M (Vo) nﬁfoa l1/abla 11,'4% 1720
48 h 108 ,10%° 103 10% 1,50
Rd* 0 0,50 1,00 1035
72 h 1057 105,75 155 108 1045
Rd ' 0 0,50 0,75 1,50
. . Vo
* Rd, exprimat in log 7 J

d) Testarea relatiei dozd-efect

Tabelul nr. 3 cuprinde analiza relatiei dintre concentratia propoli-
sului in mediu de culturd si efectele inhibitorii asupra titrului infec-
tant de VHS. Se constati pierderea activititii inhibitorii de la dilutia
1/80.
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e) Testarea conservirii actiunii antivirole a extractului de propolis
In tabelul nr. 4 sint consemnate rezultatele obtinute prin testarea
unui extract de propolis mentinut timp de 3 luni la 4-4°C. Proprietitile
antivirale ale extractului de propolis ramin nemodificate dupi o lunai.
La sfirgitul perioadei de 3 luni se constatd insi o marcanti scidere a
acestor proprietd{i. Astfel se mentine o activitate antivirald redusi con-

statatd printr-o capacitate de reductie a titrului infectant al VHS numai
la 48 ore si 72 ore.

Tabelul ¢

Testarea conservirii in timp a acliunii antivirale a extractulai de propolis

Vo
Reducerea titru infectant (log v )

ore de la
incoulare

data 48 n 2h % h 168 h
testarii

produsului de

la preparare

7 zile NT 2 NT 3,25
1 luni 3 2,5 3,25 3,75
3 luni 1,25 1,25 1,75 0,25

Discutii

Rezultatele obtinute in conditiile noasire experimentale sustin
existenia unei activititi antivirale semnificative a extractului de propo-
lis asupra infectiei en VHS ,in vitro“. Acfiunea propolisului se mani-
festi printr-o scidere a titrului infectant al VHS atit printr-o actiune
virulicida cit si prin efecte inhibitorii asupra multiplicirii VSH. Multi-
plicarea VSH se mentine la un nivel scizui, restabilindu-se dupi inde-
pirtarea propolisului din mediu.

Proprietitile antivirale se evidentiazd prin utilizarea In testare a
extractului de propolis pe un interval limitat de timp de la preparare.
Dupi o conservare mai indelungatd actiunea inhibitorie asupra VSH este
mult diminuata.

Cercetari in curs sint menite si clarifice modul de actiune al ex-
tractului de propolis asupra infectiei experimentale cu VHS, pentru a
ldmuri daca efectele inhibitorii se exerciti direct asupra virionilor sau
prin interferentd cu metabolismul celular.

In modul de interpretare si comparare a datelor consemnate ire-
buie avut in vedere ci utilizarea in aceste modele experimentale a unui
produs natural a cirui compozitlie este parfial cunoscuti impune exi-
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gente legate de aspectele de standardizare a activitdtii specifice, a tes-
tarii efectelor toxice asupra sistemului celular, a conservabilititii pro-
prietatilor etc.

Aceste dificultdti vor putea fi indepértate prin utilizarea in expe-
riment a unor fracfiuni cu compozitie cunoseutd izolate din produsul
brut.

Ne exprimi mpérerea c& propolisul actioneazé nespecifie, stimulind
capacitatea celulari de apdrare. Dealtfel in tara noastrd, in ITugoslavia si
in alte tiri, pe baza unor cercetiiri experimentale, s-a emis pérerea ci
este posibil ca propolisul s inducd formarea de interferon.

OBSERVATII ASUPRA EFECTULUI ANTIBIOTIC
AL PROPOLISULUI, POLENULUI $I MIERII

A. GRECEANU, V. ENCIU
ROMANIA

Efectul bactericid al produselor apicole este cunoscut de mult
timp. Cercetdri ficute in ultimul timp au demonstrat activitatea inhi-
bitorie a extractelor obfinute prin diverse metode din produsele apicole,
precum si activitatea antimicrobiand in tratamentul unor afeciiuni chi-
rurgicale, dermatologice gi oftalmologice.

In nota de fatd prezentim observatiile noastre ficute pe tulpini
microbiene de origine animalji efectuate printr-o metodologie inedita.

Material si metodi

Polenul si mierea au fost folosite ca atare, lar pentru propolis am
folosit metoda de extragere la cald cu alcool etilic de 96°.

a. — Extragerea la cald — 6 g propolis |+ 20 ml ser fiziologic
incilzit timp de o orid la 80°C.

b. — Extragerea cu alcool etilic de 96°C — 5 g prepolis plus 20
ml alcool timp de 24 ore la temperatura camerei.

Metoda de lucru

Pentru toate produsele apicole testate s-a utilizat agarul obignuit
pe plici Petri cu diametrul de 10 cm. In grosimea agarului care a fost
de 6 mm s-au practicat 4 godeuri, in fundul godeului punindu-se un
strat subtire de gelozd pentru a impiedica difuzarea produselor sub
stratul de agar.
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Tabelul 1

Comportarea unor tuipini microbiene de origine animali fati de prepelis

Metoda de Metoda de oe
Nr. Tulpina extragere extragere Penicilina
ert. testatd la cald cu alcool 0,4 UL/ Rezultate
80°C etilic 96°C godeu
1. Staophylococcus aureus 1,2 em 1,7 .cm 1,5 cm sensibil
K.
2. B. coli (Og) — — — rezistent
3. Salmonella B 0,8 em 1 «<m — sensibil
4, Salmonella D 1,3 em 1,1 em — sensibil
5. Pasteurella avium 1 com 1,1 em — sensibil
6. Proteus Sp. 1 c¢m 1,2 em, — sensibil
1. Listeria 1,2 cm Ll cm — sensibil
monocytogenes
B. antracis 1,1 em 1,3 cm sensibil
. B. cereus 1 cm 1,1 cm —_ sensibil
10. Cl. tetani la dilutia 1/14 extract — rezistent
apos in gelozi Veillon
. pozitiv
11. Cl. perfringens nu creste la dilufia pozitiv sensibil
tip B 1/14 extract apos in
gelozi Veillon
Tabelul 2
Compcrtarea unor tulpini microbiene de origine animali fata de polen
chi ’It‘g;g?éa Zona de inhibitie Rezultat
1. Staphylococcus aureus Ox. 0,6 cm moderat sensibil
2. Bacillus antracis 0,6 cm moderat sensibil
3. Bacillus coli Oy 1,5 cm moderat sensibil
4, Salmonella D 1,2 cm sensibil
5. Salmonella B 1,3 cm sensibil
6. B. cereus — sensibil
7. Listeria monocytogenes —_ rezistent

— Pentru propolis — in fiecare godeu

s-au pus 3 picituri de

extract, testarea s-a ficut comparativ cu penicilina 0,4 U.IL/godeu.
— Pentru polen — in fiecare godeu s-au pus 10 granule de polen.
— Pentru miere — in fiecare godeu s-au pus 3 picituri de miere.
Citirea s-a facut dupa 24 de ore utilizind metodica folosita in difu-

zimetria radiala de la antibiograma.
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Din analiza datelor s-a observat ci toate tulpinile testate, cu ex-
ceptia lui E. coli si el. tetani sint sensibile fatd de extractul apos si
alcoolic,

In general extractul alcoolic este mai activ fati de extractul apos,
fapt pe care 1l atribuim potentirii efectului antibiotic al propolisului de
catre alcool. In plus ca observatie am constatat ci in timp ce la Staphy-
lococcus, dar mai ales la Bacillus antracis in zona de inhibifie a penici-
linei s-au constatat colonii rezistente, pentru propolis zonele sint clare
fard aparifia mutantelor rezistente.

Din analiza rezultatelor obfinute cu polen se cbservi ci foate tul-
pinile testate cu exceptia lui B. cereus si Listeria monocytogenes sint
sensibile gi moderat sensibile.

In ceea ce priveste mierea s-a observat ci toate tulpinile testate
cu exceptia lui B, cereus si Listeria monocytogenes sint sensibile. In
plus ca o observatie am constatat aparitia a doud zone de inhibitie,
prima zoni este clari iar in a doua zond apar mutante rezistente.

Intentiondim ca In viitor sd facem o testare pe mai multe specii
bacteriene si si facem observatii asupra activititii antimicrobiene a pro-
duselor apicole in vive, intr-o prima etapi pe animale de laborator.

Daci rezultatele vor fi Incurajatocare vom incerca o introducere in
clinici gi in special in afectiuni de ordin chirurgical.

Concluzii

1. S-au preparat extracte din propolis prin metoda extragerii la
cald in ser fiziologic si cu alcool etilic de 96° mierea si polenul s-au
folosit ca atare.

2. Extractele din propolis s-au testat pe germenii aerobi si ana-
erobi, mierea gi polenul s-au testat fatd de germeni aerobi.

3. In metoda de testare a extractelor de propolis s-a luat ca temi
de comparatie penicilina 0,4 U.I./godeu.

Tabelul 3
Comportarea unor tulpini de origine animali fati de miere

Nr. Tulpina Zona de inhibitie

crt. testatd la miere Rezultatul
1. Staphylococcus aureus 1 om sensibil
2. B, anfracis 0,9 cm sensibil
3.; Salmonella D 2 cm sensibil,
4. Salmonella B 2 ecm sensibil
5. B. coli 3 om sensibil
6. B. cereus — rezistent
7. Listeria monocytogenes — rezistent
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4. La testiri, utilizind ca metodd de citire zona de inhibitie din
jurul godeului dupi criteriile difuzimetriei radiale, s-a constatat sensi-
bilitatea urmaétorilor germeni :

— la propolis, genul : Staphylococcus, Salmonella, proteus, Pasteu-
rella, Listeria, B. antracis, B. cereus, B. perfringens ;

— la polen, genul Staphylococcus, Salmonela, E. coli, B. antracis ;

— la miere, genul Staphylococeus, B. antracis, Selmonella si E. coli.

5. Extractele din propolis nu sint active fatd de E. coli si nici fata
de Cl. tetani.

Polenul i mierea nu sint active fatd de B. cereus si E. coli.
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CERCETARI PRIVIND ACTIUNEA PROPOLISULUI $1 PASTURIL
IN INFECTIA GRIPALA EXPERIMENTALA

V. JUCU, T. GIDOIU, Rodica BABII, Elena PALOS
ROMANIA

In afari de actiunea antimicrobiani bine cunoscuti in ultimii ani,
au fost comunicate cercetari despre actiunea antivirald a propolisului

In experientele intreprinse am Incercat si scoatemn in evidentd
actiunea antivirali, sau mai bine-zis actiunea protectoare a propolisului
$i a pisturii fatd de infectia virald (gripald) experimentald la soareci.
Desi primele rezultate sint incurajatoare, ele sint incd imsuficiemte pen-
tru concluzii definitive atit sub raportul dimensiunii experientelor, cit
$i in ce priveste réspunsul legat de doza optimi, calea de administrare,
momentul administririi.

Experientele noastre au urmdrit 3 directii :

1) Protectia soarecilor prim administrarea totald pe cale intrana-
zald si intraperitoneald a suspensiilor de propolis si pasturd, inainte de
a fi supusi infectiei gripale (actiune preventivi).

2) Administrarea de propolis cu pisturd la 24 ore dupd infectia
gripali (animalele nu prezinti modificéri clinice) urmatd de 3 mici ad-
ministriri zilnice.

3) Punerea in evidentd de inhibitori virali in sensul goarecilor care
au fost inoculati intraperitoneal cu suspensiile de propolis gi péasturd.

In experimentul nostru am folosit ca substante cu actiune antiv?—
raly propolisul §i pastura. Pentru solvarea celor 2 substante am folosit
o solutie de 10%, de dimetil-sulfoxid (firma Suchard).
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Din datele de literaturd, DMSO in concentratie de 70% nu este
toxic pentru om si animale, méireste permeabilitatea fesutului gi este
bun vehicul pentru diferite substante medicamentoase.

Un gram din fiecare substanti s-a dizolvat in 10 ml DMSO obti-
nindu-se in cazul propolisului o solufie maron-inchisd, iar in cazul pas-
turei o solutie galbend cu un usor sediment. S-a completat pind la
100 ml cu tampon fosiat pH 7,2. Preparatul din propolis se prezenta
ca o suspensie lacterescentd, opacd care sedimenteazid greu, iar pre-
paratul din pasturd ca o suspensie lacterescentd mai transparentd care
in repaus depune un sediment. Suspensiile au fost pastrate la -4°C,
iar Inainte de folosire se agitd pind devin omogene,

Pentru infectia de control s-a folosit virusul gripal APRg cu un
titru DLy, intranazal la soareci albi de 16—13 g.

Suspensia de propolis de 1 g la 100 ml DMSO 10%, nu era toxici
pentry soareci, desi in unele experimente in care s-a folosit un ml de
suspensie intraperitoneal s-a observal o mortalitate de 30%,. Dozele mai
mici au fost bine tolerate de soareci. Suspensiile de pasturd au fost si
mai bine tolerate, neinregistrindu-se pierderi mici la administrarea de
1 ml intraperitoneal.

Rezultate

Administrarea intranazali a suspensiilor de pésturd si propolis s-a
facut in dilutii mai mari (1/250) intrucit suspensiile 1/100 produceau
obstructia cailor respiratorii la goareci. La intervale de 1, 3 si 5 zile s-a
practicat infectia de control cu virus gripal APRg in dilufii de 10 DLs
si 100 DLg,.

Nu s-au observat deosebiri evidente inire soarecii din lotul martor
netratat si cei care au fost tratatl cu suspensiile de pistura si propolis.
In acest caz este necesar de mentionat ci gl cantitatea de substantd
activi era micd, mai putin de 0,5 mg/soarece. Suspensiile de pasturd sl
propolis s-au administrat intraperitoneal in cantitd{i de 0,2, 0,6 s1 1 ml
iar la interval de una si sapte zile animalele au fost supuse infectiei de
contrel cu virus gripal APRg in dilutii de 10 DLsg si 100 DLz Procentul
de supravietuire cel mai ridicat s-a inregistrat in cazul soarecilor care
au fost tratati cu 0,6 ml intraperitoneal, iar infectia de control s-a fdcut
la 7 zile dupd administrarea de pistura si propolis (tabelul 1).

Soarecii au fost infectati cu 10 DLg virusi gripali, APRs, iar
dupsd 24 ore s-au fdcut 3 inoculdri intraperitoneale la interval de o zi
0.2 si 0,4 ml, iar pe alt lot de goareci 3 administrari per os de 0,5 ml
cu suspensiile de pasturd si propolis. Cel mai mare procent de supra-
viefuire s-a constatat la goarecii care au fost tratati 3 zile cu 0,4 ml
suspensie intraperitoneald.

Cite un lot de 10 soareci au fost incculafi intraperitoneal cu 1 ml
din suspensiile de pasturd si propolis. La 5 zile dupa inoculare s-a re-
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Tabelul 1

Actiunea suspensiilor de propolis inainte de infectia gripali

Intervajul % animale care
Cantit la care s-a Martorii au supravietuit
Produs antitatea  gqministrat neinfectati, 1a infectfa de control
in ml vir. de de supra-
control vietuire 10 DLs, 100 DILsp
V. Grp. PR. 8 e e — — 10 0
DMSO 109, 1 — 100 —_— -
DMSO 109 1 24 h — 100 100
0,2 24 h 100 20 _
Suspensie de
pasturs 1 24 h 100 30 10
0,6 7 zile 100 50 50
0,2 24 h 100 10 L —
Suspensie de
propolis 1 24 h 70 30 0
0,6 7 100 50 30

coltat singele, iar serul rezultat a fost testat pentru prezenta de inhi-
bitori virali fati de o infectie cu virus gripal APRg. Inainte de folosire
serurile au fost finute la 50°C. In tabelul 2 se arati procentul de ani-
male care au supravietuit infectiei cu 10 DL si care cu 24 ore Inainte

Tabelul 2

Actiunea suspensiilor de pisturd si prepolis dupd infectia gripald

9%, animale care

Cantitatea Calea de au supravietuit

produs in mi admin. infectieli) cu IDtDLsn
Vir. gripal 3 pic. I.N. 20

intranazal

Suspensie de 0,2 LP. 50
pastura 0,4 LP. 70
0,5 per os ‘40
Suspensie de 0,2 LP. 50
propolis 0,4 LP. 50
0,5 per os 60
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au primit intranazal ser de goareci provenit de la goareci inoculati cu
suspensiile de pastura si propolis,

Din acfiunea acelorasi preparate administrate dou# zile intranazal
si intraperitoneal, incepind cu 24 ore dupd infectia soarecilor cu 10 DLy,
si virus gripal APRg rezulti evident ci socarecii care au fost tratati
2 zile dupi infectia pe cale intraperitoneald au prezentat procentul cel
mai mare de supravietuire.

Discutii

Suspensiile 1%, de propolis si pisturd 10% In DMSO sint bine
tolerate de soareci pe cale intraperitoneald si orald. Administrarea intra-
nazala este mai dificild, datoritd viscozitidtii suspensiilor. S-ar putea in-
cerca alti solventi sau si se creascd proporiia de DMSO. Administrarea
pe cale intraperitoneald a suspensiilor asigurd un procent de supravie-
tuire mai mare cind infectia de control s-a efectuat la 7 zile interval,
si mult mai sciizut daci soarecii se infecteazd la o zi dupd ce au pri-
mit suspensiile de propolis si pasturd. Soarecii infectai cu virusi gri-
pali APRg (10 DLsgg), iar dupd o zi trataji timp de 3 zile intraperitoneal
si per os cu suspensiile de p#sturd si propolis prezintd un procent de
supravietuire evident fatd de lotul martor netratat.

Serurile sanguine provenite de la soarecii inoculati intraperitoneal
cu propolis si pasturd asigurd un procent de supravietuire ridicat fatad
de infectia de control cu 10 DLg virusi gripali APRg, sugerind astfel
ideea ci aceste substante ar putea induce inhibitori virali dupad meca-
nismul de actiune al interferonului. Pentru demonstrarea acestui lucru
sint necesare cercetiri care si duci la folosirea acestor substante si la
asigurarea actiunilor antivirale atit pe animale cit si pe culturi de celu-
le. Cercetarile noastre fiind insd in curs, probabil ci unele din rezul-
tatele prezentate aici vor fi modificate in sensul unor precizdri si in
special interpretiri statistice.
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UTILIZAREA SPRAYULUI DE PROPOLIS IN TRATAMENTUL
ARSURILOR EXPERIMENTALE LA COBAI

E. MURESAN, M. GABOREANU, A. 1. BABA, O. ROTARU
ROMANIA

In ultimii ani a avut loc o reactualizare si concomitent o recon-
siderare a propolisoterapiei. Aplicarea diferitelor forme farmaceutice
cu propolis in tratamentul unor afectiuni si leziuni cutanate a beneficiat
in continuare de o atentie deosebitd. Precizirile aduse de numerosgi cer-
cetatori referitoare la efectele bacteriostatice, antifungice, anestezice,
cicatrizante etc. ale propolisului au indreptdtit utilizarea sa in trata-
mentul arsurilor cutanate. Rezultatele comunicate de N. I. ATIASOV
si colab. (1962—1970), ca rod al unei experiente de 10 ani in tratamentul
arsurilor cu unguent cu propolis, sint concludente si incurajatoare.

Ne-am propus si ciutim si si experimentim un mod usor si ex-
peditiv de aplicare a propolisului in arsuri, cercelindu-i eficienfa atit
prin observarea simptomelor locale, cit si cu ajutorul biopsiilor.

Material si metodi

Experienta s-a efectuat pe 20 de cobai, de virstd si greutate egala.
Piarul din regiunea flancului drept a fost indepirtat cu ajutorul unui
unguent depilator. Dupd o narcozi superficiald s-a produs in zona res-
pectivd o arsurd cu dimensiunile de 5/5 em cu ajutorul unui electro-
termocauter, Durata aplicirii acestula a fost riguros egald la toti indi-
vizil, aga ci in final s-a instituit simptomatologia locald a unei arsuri
intermediare (dupi clasificarea lui I. CHIRICUTA si colab.). La
10 cobai (lotul martor) tratamentul a constat din apliciri zilnice de un-
guent pe bazi de penicilind si sulfatiazol. Restul de 10 cobai (lotul ex-
perimental) au fost tratati prin pulveriziri zilnice cu o solutie alcoolicd
109, de propolis, imbuteliatdi sub presiune in flacoane metalice
(,,.Spray“). Dupd 6 si respectiv 12 zile de la producerea arsurii au fost
recoltate probe bioptice de la douad cazuri din fiecare lot, probe ce au
fost prelucrate apoi prin tehnica histologicd uzuala.

Rezultate

La scurt timp dupid producerea arsurii, tegumentul zonei intere-
sate prezenta aspectul unei escare umede, de culoare cafenie-murdara,
avind la periferie o zoni congestivd, edematiati si cu rare vezicule.

Dupi 24 de ore lotul tratat cu propolis prezenta la locul arsurii o
crusti coagulatd, uscatd, iar zona periferici de congestie si edem era
mult atenuati. La lotul martor s-a mentinut aspectul de necrozi umeda,
precum si edemul gi congestia marginald.

La 6 zile dupi instituirea tratamentului cobaii tratafi cu propolis
aveau arsura acoperiti cu o crustid find, uscatd, lipsitd de semnele infee-
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tiei. In zonele unde crusta era desprinsi se observau aspectele initiale
ale epifelizdrii, Numerosi peri fini incepeau si apari pe toati suprafata
arsurili. Vindecarea s-a instituit ,,per primam“ dupd 10—12 zile, prin
epitelizare porniti atit de la periferia arsurii cit si de la elementele epi-
teliale din zona arsi care au scapat nedistruse de agentul termic. Zonele
cicatriciale, unde au apdrut, erau reduse ca extindere si neindurate, Sta-
rea generali a cobailor din acest lot a fost in general buni, ei compor-
tindu-se si alimentindu-se obisnuit.

Cobaii din lotul martor au continuat si prezinte si dupi 6—=8 zile
o crusti groasi sub care tesuturile se mentin inflamate si edematiate.
Eliminarea spontani a crustei a dat la iveald o plagi granulari, cu nume-
rosi muguri cérnosi, in majoritatea cazurilor suprainfectati. Vindecarea
s-a produs dupid 20—24 zile, prin cicatrizare lenta, prin forta de retrac-
tie granulard si epitelizare centripetd. Cleatricele erau groase, indurate,
numeroase zone riaminind lipsite de pilozitate. De mentionat ci anima-
lele din acest lot au prezentat o stare generali alteratl, erau abitute,
nu se alimentau obisnuit si au sldbit in greutate.

Examenul microscopic al biopsiilor prelevate la 6 zile a relevat la
lotul martor o reactie puternici ce consta din aspecte de congestie, in-
iiltratie limfohistocitard si abundenta tesutului de granulatie. La lotul
tratat cu propolis aceste aspecte morfopatologice erau foarte discrete si
apireau deja procesele reparatorii de epitelizare. Biopsiile de la 12 zile
dupa arsurd ardtau la lotul experimental un proces de vindecare con-
stituit, pe cind la lotul martor persistau fesutul de granulatie si aspec-
tele tipice ale infectiei.

Discutii

Rezultatele favorabile ale utilizdrii propolisului In tratamentul
arsurile le artibuim anumitor proprietd{i ale acestuia si anume :

— propolisul actioneazi cu efect antibiotic asupra a numerosi ger-
meni patogeni (Staphylococcus aureus, Staphylococcus viridans, Staphy-
lococeus haemoliticus, Proteus vulgaris etc) in unele cazuri depéisind
chiar nivelul de activitate al unor antibiotice ca penicilina, tetraciclina
si ampicilina (I. S. ALEXANDROV, L. N. DANILOV, 1975).

— Propolisul are de asemenea evidente activitaii antifungice, in
special fati de dermatofiti (V. F. BOLSAKOVA, 1975).

— La aceste efecte se adaugi actiunea anestezici locali (T. TA-
KOFF, 1975), de stimulare a macrofagelor tisulare (I. S. ALEXANDROV,
L. N. DANILOV, 1975), de stimulare a imunoreactiilor nespecifice (G.
VELESCU, M. MARIN, 1975), de stimulare a epitelizirii pligilor (J.
SUTTA si colab,, 1975 ; N. APETROAIEL E. ILIESCU, 1975).

Nu este de neglijat nici continutul in microelemente si vitamine
al propolisului, cunoscut fiind faptul ci vitaminoterapia (vit. C, By, A)
ocupd un loc important in tratamentul arsurilor.

In privinta formei farmaceutice de utilizare a propolisului in arsuri
la animale am optat pentru pulveriziri, acestea fiind foarte usor de
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efectuat de citre oricine, Pelicula fini de propolis ce ramine dupi eva-
porarea alcoolului are si un efect protector si limiteazd exudarea plas-
mei. Inglobarea propolisului in unguente considerim ci are neajunsuri,
deoarece nu favorizeazi drenajul pligii, ba chiar poate facilita aparitia
infectiel. Din cercetirile lui P. LAVIE (1975) reiese ci principiile cu cali-
tati antibiotice din propolis sint termostabile si se conservd mal bine
in solufii alcoolice decit in alte forme farmaceutice. ’

Concluzii

Pulverizirile cu o solutie alcoolicd propolis-spray s-au .dovedit
evident eficace in tratamentul arsurilor experimentale de gravitate in-
termediard la cobai.

Atribuim acest rezultat faptului ci acest mod de aplicare a pro-
polisului ar putea fi cauza regenerdrii jesutului epitelial si conjunctiv.

Considerdm ci utilizarea acestui mod de aplicare a propolisului ar
putea fi experimentati aldturi de ceilali factori terapeutici uzuali, in
arsurile accidentale la om,

PERSPECTIVELE APLICARII TERAPEUTICE
A EXTRACTELOR DE PROPOLIS IN AFECTIUNI CAUZATE
DE FLAGELATE $I LEVURI

M. TALOMITEANU
Nadia NICOLAU

V. DAGHIE
ROMANIA

Deoarece o serie de lucriri clinice si experimentale au subliniat
actiunea favorabili a propolisului asupra unor microorganisme pato-
gene sau conditionat pategene, ne-am propus si verificim actiunea
acestei substante asupra unor tulpini de levuri patogene si de fungi cu
potential aflatoxinogen. In cazul unor rezultate pozitive ne-am propus
si o aplicare terapeutici la nivelul unor cazuri clinice de care dispunem.

Material si metodi

S-a realizat un extract alcoolic de propolis 20 g Y, care a fost
inglobat in proportie de 1 g, (concentratie finald de propolis in mediu)
in mediul de culturd solid Czapek Dox — Agar, Din extractul alcoolic
de propolis s-au realizat in continuare dilutii in apd distilati care au
fost inglobate in proportii de 0,1 si 0,01 g%, in acelasi mediu. In me-
diul de culfurid al plicilor martor (Czapek Dox -— Agar) s-a introdus
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o solufie alcoolici care a atins concentrafia finali de 5:0,5 si 0,05 ml
alcool Y%,, concentratii corespunzitcare mediului de culturd in care s-a
inglobat solutia de propolis.

Placile au fost Insdmintate cu 4 tulpini de Candida albicans cu
test de patogenitate pozitiv precum g¢i cu 4 tulpini de fungi, verificate
in prealabil ca alfatoxinogene (Penicillium, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Cladosporium). Placile insimintate au fost menfinute la intuneric
si la temperatura camerei timp de 7 zile. Interpretarea rezultatelor s-a
ficut comparativ cu plicile martor.

Cazurile clinice (13) pe care le aveam In rezervi erau reprezentate
de afectiuni produse de levuri sau flagelate si care s-au dovedit rebele la
orice alte tratamente curente. Aceste 13 cazuri cuprindeau : 6 bolnavi
de stomatitd cu Candida albicans patogend 4 bolnave de leucoree cau-
zatd de Candidae albicans si Trichomonas vaginalis, 1 bolnava de leucoree
cauzatd de Candida albicans si 2 bolnave de leucoree cauzati de Tricho-
monas vaginalis.

Rezultate si discutii

Rezultatele de laborator au ardtat ci o dilutie de 5 ml alcool
in mediul de culturi a Impiedicat dezvoltarea tuturor tulpinilor insi-
mintate, In consecintd, nu am putut aprecia actiunea concentratiei de
1 g propolis 9% in mediul de culturd asupra tulpinilor insimintate
care, intocmai ca si la plidcile martor, nu s-au dezvoltat.

Dilutiile finale de 0,5 si 0,05 ml alcool %, in mediul de cultura
nu au Impiedicat la plicile martor dezvoltarea tulpinilor Insimintate.
Concentratiile de 0,1 si 0,01 g propolis %, au oprit complet dezvoltarea
celor 4 tulpini de Candida albicans, precum si a tulpinii de Cladospo-
rium, Ceilalti fungi (Aspergillus niger, Aspergillus flavus si Penicillium)
nu au fost influentati. (Tabel 1).

Tabel 1
Actiunea propolisului asupra unor levuri si fungi.
Determindiri in vitro fa{i de martor
. Concentratia % & propolisului .

Tulpina in mediulmde cultura Martor cu solutie alcogﬂlcé

0,1% 0,010’ 0,05%; 0,5%
Candida albicans — — +-++
Cladosporium —_ — 44t
Aspergillus flavus -t o 4+
Aspergillus niger R [ N !
Penicillium +++ +++ 4+ Ak

— inhibarea dezvoltirii culfurii
+-+4 dezvoltarea culturii.
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In fata acestor rezultate am inceput tratamentul cu extracte de
propolis a cazurilor clinice. Cazurile de stomatitd au fost tratate prin
badijondri cu solutii de propolis iar cele ginecologice cu spalaturi (so-
lutii de propolis) precum si cu ovule administrate intravaginal confi-
nind aceeasi substanté.

Dupi aproximativ 30 zile de tratament toate cazurile au fost vin-
decate atit prin aspect clinic ¢it si de laborator,

Mentiondm ci actiunea terapeutici s-a manifestat prompt gi asu-
pra cazurilor de Trichomonas vaginalis (singular sau asociat cu Candida).
Aceasti actiune a propolisului asupra flagelatelor nu am putut si o con-

firmim prin cercetiri ,,in vitro® din cauza dificultifilor de cultivare a lui
Trichomonas vaginalis.

Considerim ci aceste rezulfate justifici continuarea cercetirilor

care cu siguranti vor largi sfera de aplicatii terapeutice a acestui produs
insuficient folosit.



Capitolul 1V

PREPARATE CU PROPCLIS

CERCETARI ASUPRA UNOR FORME FARMACEUTICE
CU PROPOLIS

C. BRAILEANU, A. GHEORGHIU,
Ar, POPESCU, Gh. VELESCU
ROMANIA

Din cercetirile de pind acum, cunoscute noud, se constati ci,
pentru fratarea diferitelor boli propolisul se foloseste in solutii hidro-
alcoolice, fard a se indica o tehnici de preparare corespunzitoare i con-
stantd., De asemenea, nici excipientii folosi{i la prepararea unguentelor
nu disperseazi omogen propolisul brut.

Preparatele indicate de literaturi nu reprezinti forme farmaceu-
tice cu un continut bine determinat de substanie «.iive, asa Incit si se
poatd urmiri mai bine efectul terapeutic. De aceea, in lucrarea de fata
ne-am propus sid stabilim metodele tehnice de preparare, control si
conservare ale unor forme farmaceutice cu propolis — tincturd/extract
fluid si moale, solutii injectabile si unguente — medicamente cu care si
se poati urmairi intr-adevir efectul terapeutic. De asemenea, sd se poata
stabili si domeniile lor de folosire ca medicamente prin cercetiri de
laborator si chimice. Astfel, am realizat extractul moale de propolis,
care ne-a servit atit la prepararea solutiei injectabile (formé& neintilnitd
in literaturd) cit si la prepararea de unguente omogene.

Aceste forme farmaceutice au un continut definit de extract moale
de propolis si se pot folosi In anumite afectiuni in medicina umani si
veterinard.

Material si metodi

Ca materie primi am folosit propolisul. Produsul se prezinti ca o sub-
stantd plasticd, opacd, parfumati, de culoare brun-deschisd, care se topeste
la peste 80°C. El a fost péstrat in borcane desticla, de culoare brund si
bine inchise. Pentru prepararea tincturilor si extractelor, propolisul a
fost razuit gi trecut prin sita I1I si II.
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Prepararea de tincturi cu concentratii alcoolice diferite

Materia primd a fost formats din :
— propolis (II) 10g
— alcoholum 30° 50°, 70° 95° g.s. ad 100 g

Propolisul si lichidul extractiv se introduc in vase de culoare bruni,
se inchid bine si se mentin 10 zile la temperatura normal#, agitindu-se
de 3-—4 ori pe zi. Solutia alcoolicd rezultatd se filtreazé prin hirtie de
filtru, iar reziduul se spald cu vehiculul respectiv pind se completeaza
la greutatea adecvatd. Tincturile se pastreazi in filacoane inchise la culoa-
re, la temperatura de 8—10°C, timp de 7 zile, dupi care se filfreazé.

Cercetirile bacteriologice aratd activitatea pozitivd a tincturilor
preparate cu alcool 70° i 90° si mai pufin a celor preparate cu alcool
30° si 50°,

Specificare Alcool 70° Alcool 80°
Aspect limpede limpede
Culoare galben-portocalie galben-portocalie
Miros aromat caracteristic aromat caracteristic
Gust usor arzator senzatie de usoara anestezie
pH 5,5 5,5
Cifra de tulbureal3 5,68%, 5,48%,
Densitate 20° 0,883 0,883
Reziduu la evaporare 30 ml 9 20 ml 0

Reactii generale

1 ml tincturd diluati cu 10 ml apd di o solutie opalescenti, omo-
gend, fard precipitat sau flocoane. Solutia tulbure se clarifici cu adaus
de alecool concentrat sau cu tensicactiv neionic (tween 20 sau 80).

5 ml tincturd se amestecd cu NaOH 10%, (pH 2—10); se adaugi
HCI i lichidul se filtreazd. Dupa filtrare, identificarea se face prin dizol-
zare in alcool gi colorare cu clorurd fericd (R).

Prepararea extractului fluid si moale de propolis

S-a lucrat astfel :

— propolis (II) 100 g
— alcoholum 70° q.8.

Propolisul (100 g) se marunteste (sita II} si se introduce intr-un
cartus celulozic, care apoi se trece intr-un diacolator cilindric inalt de
35 cm, cu diametrul de 3,6 cm. Produsul se umecteazd cu lichid extrac-
tiv (pufin cite pufin) pind cind acesta incepe s& curgd prin robinetul
inferior deschis, iar deasupra amestecului se mai afld un strat de lichid.
Se inchide robinetul si dupi 24 ore incepe percolarea. In tot timpul
extractiei produsul este acoperit cu lichid extractiv.

Initial se culeg separat 80 p. solufie extractivd. Percolatele ulte-
ricare se concentreazi sub presiune redusi la o temperaturd sub 50°C,
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pind la indepirtarea solventului. Reziduul se dizolvd in prima fractiune
si se completeaza cu alcool 70° la greutatea de 100 g. Extractul fluid se
pastreazd la rece timp de 6 zile, apoi se filtreazi. Acesta este un lichid
limpede, de culoare brun rogcatd, cu gust arzitor, miscibil cu alcool
70°; pH 5,7 ; 1==0,95 ; cifra tulburealid 10 ml%, ; reziduu 21,7%.

Extractul moale de propolis se prepard in aceleasi conditii ca ex-
tractul fluid, f&rd a se pune separat 80 p, percolarea efectuindu-se pind
la epuizarea propolisului de principiile active (1 g propolis, 6—38 g
alcool 70°).

Solutia extractivid se evapord si se concentreazi la presiune redusé
si la o temperaturd sub 50°C. Randamentul in exiract moale este de
39,5%.

Exiractul moale este de culoare brun-roscata, are consisten{a mierii,
insoclubil in api, solubil in alcool concentrat si diluat, in propilenglicol,
polietilenglicol 400, alcool izopropilic si benzilic (solutie care se amestecd
cu uleiul de ricin) precum si in tween 80. Partial, este solubil in ulei
vegetal si mineral, glicerind §i axungie. Solubil total in gliceride semi-
sintetice.

Preparareca de solutii injectabile cu extract moale de propolis in
diferiti soiventi

A. Dizolvarea extractului in propilenglicol

Extractum propolis spiss 20 g
Propilenglicolum g.s, ad 100 ml

Intr-o capsuld de portelan se cintiresc extractul si cantitatea
duvld de propilenglicol. Se fritureazi pind se obtine o solufie care se
trece intr-un balon de 100 ml. Se aduce treptat din solventul anhidru
peste extractul din ecapsuld, pini ce tot produsul este trecut in balonul
gradat.

Solventul de culoare brun-rogcati se lasd in repaus 24 ore, cind
depune un slab precpitat de culoare alb-gilbuie. Dupid decantare, solu-
tia se infioleazi in fiole de 2 ml, care se inchid si se sterilizeazi prin tin-
dalizare 30 min la 70° de 3 ori consecutiv la intervale de 24 ore.

B. Dizolvarea extractului moale in polietilenglicol 400

Extractum propolis spiss 20 g
Polietilenglicol 400 g.s. ad 100 ml

Extractul moale de propolis se dizolvd la rece in conditii asemaé-
natoare tehnicii 1. Se obtine o solutie viscoasd, omogend brun-roscatd
care se conservi bine un an de zile, fard si depuni. Se Inficleazi in
fiole de 2 ml, se inchid si se sterilizeazi prin tindalizare.

C. Dizolvarea extractului de propolis in ulei de ricin prin inter-
mediul benzoatului de benzil (2) sau al alcoolului benzilic (b).

a. extractum propolis 10g
benzylium benzoicum 40 g
oleum ricini g.s. ad 160 ml
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Extractul de propolis se dizolvd In benzoatul de benzil la tem-
peratura de 35—40°C. Solufia obtinuti se amestecd cu uleiul de ricin
(in prealabil sterilizat la etuvd — 140° — 2 ore si ricit). Solutia galben-
portocalie se lasd in repaus 24 ore, apoi se infioleazd in fiole de 2 ml.

Experientele de laborator aratd cd pentru dizolvare la 1 g extract
sint necesare 4 g benzoat de benzil. De asemenea, folosind 109, extract,
solutia objinutd este mai pufin viscoasd si se poate infiola.

Solutia extract-benzoat de benzil nu se poate prepara cu uleiul
de floarea-soarelui cind rezultd un ulei opalescent, care in timp separd
extractul sub forma de picdturi de culoare bruni.

b. extractum propolis 10 g
aleoholum benzylicus 30 g
oleum ricini q.s. ad 100 ml

Dizolvarea extiractului in alcool benzilic duce la o solutie clari,
brun-rogcatd cu pH-ul 6. Daci se amestecd cu oleul de ricin, in prealabil

sterilizat, se obtine in final o solutie galben-portocalie care se infioleaza
in fiole de 2 ml.

Prepararea de unguente cu extract moale de propolis dispersat in
excipienti diferiti

In literaturd se gisesc prescrise unguentele preparate cu propolis
brut, dispersat neomogen in diferite baze : vaselini, vaselini-lanolini,
axungie, unt, etc.

Pentru prepararea unor unguente In care extractul de propolis si
se poatd dispersa omogen, noi am folosit fie bazele de unguent clasice,
fie cele care au Incorporate substante tensioactive care permit o mai
buni dispersie a substantei active din extract. Asifel, extractul meoale
de propolis s-a dispersat in :

a — vaselini-lanolind

b — axungie-cearid-lanolinid

¢ — unguent emulsifiant nelonic

d — acid stearic, tween, span

e — unguent hidrofilic cu polietilenglicoli

f — gel de bentonita

a. Excipientul folosit curent in farmacii este vaselina cu adaos de
10%; lanoling, ca agent de emulsionare.

extract propolis spiss 10 g
adeps lanae 10 g
vaselinum ad 80 g

Extractul moale se disperseazi in 20 g baza de unguent (10 g lano-
lin& i 10 g vaselind) in prealabil topite pe baia de apa si semisolidificate.
Dup& omogenizarea unguentului se adauga restul de vaselin& si se ames-
teci. Unguentul de culoarea mustarului are miros aromat, cind extractul
se disperseazi bine.
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b. Pentru a face o diferentiere intre extractul moale de propolis
dispersat in bazd clasicl, de unguent vaselind-lanolind si grisime-axun-
gie folosita in medicina populard, s-a preparat s1 un excipient cu axungie.

extractum propolis spissum 10g
adeps lanae anhydricus 10 g
cera flava 5¢g
axungia g.s. ad 100 g

Se disperseazd extractul intr-un amestec topit si semisolidificat de
lanoclind, ceard si cantititi egale de axungie. Unguentul se omogenizeazi
si se adaugi restul de grisime. Dacd extractul moale se disperseazd in
axungie simpld, la rece, se obtine la Inceput un produs omogen. Pe
masuri ce se amestecs, Incepe si se separe extractul.

Axungia cu ceard 5%, dd un amestec moale. Lanolina 10%, in axun-
gie imbundtiteste calitatea unguentului. Adaosul de 5%, ceard permite
o bund conservare.

c. Extractul moale de propolis fiind solubilizat de tween 80, ne-am
propus si folosim ca agent de dispersare unguentul emulsifiant neionic,
care are in compozitia sa agentul tensioactiv in concentratie de 10%.
Excipientul are formula :

alcoholum cetylicum 25 g
tween 80 80 g
paraffinum liquidum 20 g
vaselinum 45 g

Alcoolul cetilic, vaselina, tween-ul si uleiul de parafinid se Incal-
zese Intr-o capsuli de porfelan la circa 80°C. Amestecul fluidificat se
trece intr-un mojar incalzit si se amesiecd pind la ricire, obfinindu-se
unguentul.

In excipientul de mai sus se disperseazd 10/, extract moale de
propolis si se obtine un unguent onctuos de culoarea mustarului. Cu
apa, unguentul formeazd o emulsie ulel in apd, de culoare alb-galbuie.

d. Un alt excipient, care a permis o buni dispersare a extractu-
lui moale este acidul stearic aldturi de amestecul de agenii tensioactivi
neionici — tween 60 si span 60.

extractum propolis spissum 5 g
acidum stearicum 125 g
span 60 10 g
tween 690 10 g
agua q.s. ad 100 g

Acidul stearic, spanul 60 si tweenul 60 se topesc pe baia de api.
Se adaugi apa, care si aibdi aceeasi temperaturd cu punctul de topire
al amestecului si se omogenizeazd. Unguentul alb disperseazd omogen
la rece extractul de propolis.

Extractul de propolis s-a incorporat si intr-o bazd de unguerist
lavabily cu polietilenglicoli. Baza este solubild in api, nu este grasa,
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aderd bine de epiderm3 si se poate indep#irta usor prin spilare cu api.
Prezintd o capacitate bunéd de difuzare a substantelor incorporate.

polyaethylenglycolum 4000 40 g
polyaethylenglycolum 400 60 g

Componentele se incélzesc pe baie de apd la temperatura de 65°C
si dupd fluidizare se amesteca pinii la rdcire. In acest excipient hidro-
solubil s-a dispersat extractul moz. 10%,. Unguentul este de culoare
oliv omogen, care se poate dilua cu apa, cind rezultid o emulsie gilbuie,
laptoasa.

f. Dispersia extractului in gel de bentonitd 5%,.

bentonitum 5 g
ac. boricum 0,50 g
nipaginum 0.05 g
aqua g.s. ad. 100 g

In apd, la fierbere, se dizolvd nipaginul §i acidul boric. Se adaugi
bentonita, in mici portiuni, in apa distilati, caldid (50°C). Se lasi in
contact timp de 24 ore pentru hidratare. Se omogenizeazi si se com-
pleteazid cu apa la 100,0.

In gelul opac rezultat ,alb-gélbui, se disperseazi extractul de pro-
polis si rezultdi un unguent omogen de culoare verzuie. Unguentul cu
bentonitd si extractul de propolis se poate dilua cu apé in orice proportie.

Cercetari de laborator si clinice

Am cercetat actiunea microbiand i antimicoticd a diferitelor pre-
parate de propolis prin tehnica antibiogramelor si fungigramelor —
metoda difuzimetricd. Rezultatele obfinute sint cuprinse in tabelul 1.
Mentiondm ci valorile din tabel reprezintd raza medie exprimati in mm,
a zonei de inhibitie.

Preparatele de propolis si solutiile martor sint urmatoarele :

1. Extract fluid de propolis, preparat cu alcool 70°;

2. Tincturd de propolis preparatd cu alcool 70°;

3. Alcool T0° (martor) ;

4. Solutie injectabils de extract de propolis 2G%; in polietilenglicol
400 ;

Solvent — polietilenglicol 400 (martor) ;

Solutie injectabild de extract de propolis 10%, in alcool benzilic

30 g si ulei de ricin 60 g ;

Solvent — alcool benzilic 30 g si ulei de ricin 60 g (martor) ;

Solutie injectabild de extract de propolis 20%,, in propilenglicol ;

. Solvent — propilenglicol (martor) ;

10. Solutie injectabild de extract de propolis 20%, in benzoat de
benzil 40 g si ulei de ricin 40 g ;

11. Solvent — benzoat de benzil 40 g si ulei de ricin 4 g (martor).

& e
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Tabelul 1

Rezultafele obiinute cu diferite preparate de propolis.
Metoda difuzimefrici

I R m;ggor v magor VI m;?tror VHI mémxmr X mggot
Trichophyton
schoenleini 7 8 0 10 0 12 12 5 0 3 2
Trichophyton
quinckeanum 10 8 0 8 0 10 10 12 0 2 1
Microsporum
auvdouini 10 12 [1] 12 0 15 15 2 0 2 2
Microsporum
canis 12 10 0 10 0 10 10 5 0 10 8
Trichophyton
rubrum 16 12 0 12 0 8 8 10 0 10 2
Trichophyton
roseum 18 12 0 12 0 12 12 12 0 8 8
Trichophyton
mentagrophytes 15 3 1] 5 0 5 5 10 0 2 2
Trichophyton
interdigitalis 10 5 L] 5 0 [ 6 11 0 i 1
Candida albicans 3 1 0 5 0 10 8 10 2 1 4]
Stafilococ auriu 5 3 H] 6 0 10 5 0 [ 0 0

*) Raza medie exprimat3d in mm a zonel de inhibitie.

Din analiza acestor date rezultd cd vehiculele 3, 5, 9 n-au nici o
actiune antifungici. Vehiculul 11 are o slabd acfiune, iar vehiculul 7
o bund actiune antifungicd. Actiune antifungici descrescindi au avut
preparatele 1, 4, 6, 2, 8, 10, 11.

Pe baza rezultatelor fungigramelor se poate emite ipoteza ci ex-
tractul de propolis in aplicafii locale (incorporat in diferite vehicule), sau
administrat parenteral peoate da rezultate bune In fratamentul dermato-
micozelor. De subliniat ci soluiiile injectabile 4, 6, 8, si mai putin 10,
au o buni actiune antifungicd. Acest fapt ne indreptiteste si credem
ci aceste solutii ar putea constitui un adjuvant In tratamentul derma-
tomicozelor rebele, 2l celor locale sau generale cu griseofluvina.

Experimentarea binlogici a solujiilor injectabile dovedeste si ele
sint bine tclerate de animale de laborator.

Extractul fluid de propolis si tinctura de propolis, in alcool 70° au
in vitro o acfiune remarcabild si impotriva urmdtorilor dermatofiti:
Microsporum ferrugineum, Trichophyton equinum, T. verrucosum, T. ton-
surans si T. violacewm (s-a folosit tehnica dilutiilor succesive in mediu
solid) si Epidermophyton flocosum (inguinalis).

Preparatele au o slab# actiune candidozici si nu inhibd dezvoltarea
Penicillium notatum si Aspergillus. S-au observat si variafii notabile
in actiunea antifungici a diferitelor sorturi de propolis. De asemenea,
preparatele au o slabd actiune impotriva stafilococului auriu.

S-au experimntat clinie tinctura si extractul fluid de propolis pre-
parate cu alcool 70°, precum si unguentele preparate prin dispersarea
extractului moale de propolis in excipienti diferiti.
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Tinctura de propolis a fost intrebuintati in epidermofitii erite-
moscuamoase, prurite localizate si neurodermite. Dup#d badijonare se
realizeazd o peliculd hidrofob3 aderentd care produce o cedare a pru-
ritului, o ameliorare inconstantd a proceselor morbide, dar nu o vindecare.

Unguentele cu propolis s-au utilizat in concentratii de 10 si 2007,
primele fiind mai bine tolerate de tegumente. Nu s-au observat deose-
biri apreciabile ca actiune terapeuticd in functie de concentratie si de
baza In care a fost dispersat extractul moale de propolis. Unguentele
au fost utilizate in urmétoarele afectiuni: psoriazis, dermite eczemati-
forme, eczeme cronice, epidermofitii eritemoscuamoase gi hiperkerato-
zice, eczeme micotice, dermite micotice chimice, prurite localizate cu sau
tard lichenificiri si neurodermite.

In psoriazis s-a observat o decapare a scuamelor, dar nu s-a obser-
vat o albire a leziunilor. In dermitele eczematiforme, se observid in
unele cazuri o exacerbare a procesului cutanat de la prima aplicare, iar
in altele o ameliorare initiald urmatd de o exacerbare dupa 2—3 aplica-
tii. In eczemele cronice uscate se observd o sedare apreciabild a pruri-
tului, o ameliorare a procesului patologic, dar nu vindeciri, In epider-
mofitii eritemoscuamoase se obfine o sedare a pruritului, o ameliorare
a procesului morbid si vindecdri in 11%, din cazurile tratate. In formele
hiperkeratozice s-au obfinut amelioréri, dar nu vindecéri. In eczeme mi-
cotice In faza acutéd gi subacutd se observd o exacerbare a procesului
eczematos, in faza cronicd o diminuare a pruritului, amelioréri in majo-
ritatea cazurilor si vindecdri in 5%, din cazuri.’ In dermitele micotice
chimice rezultatele sint comparabile cu cele din dermitele eczematiforme.

Rezultate apreciabile s-au obtinut in prurite localizate si neuro-
dermite, unde dupd 1—2 apliciri s-a obfinut o sedare a pruritului, iar
dupa 4—5 aplicdri o ameliorare a procesului cutanat. Au fost si cazuri,
c¢ind dupi perioada de ameliorare s-a observat aparifia unui eritem
insotit de prurit, datoritd probabil unui mecanism alergic.

Actiunea favorabili in aceste cazuri se datoreste probabil efectu-
lui anestezic al extractului de propolis si formirii unei pelicule super-
ficiale, care suprimé actfiunea excitantilor externi.

Extractul fluid de propolis a fost intrebuintat cu rezultate bune
in 50 cazuri de afte cronice bucale, recidivante, sub form#& de badijonari
zilnice. In 86%, din cazurile tratate durerea a dispdrut in 24 ore per-
mitind alimentatia normald a bolnavului, iar aftele s-au vindecat in
3 zile. In 10Y%,; din cazuri s-a observat o sedare a durerii in primele
24 ore si o disparitie totald in 3 zile, iar aftele s-au vindecat in medis
In 6 zile, In 49/, din cazuri rezultatele au fost slabe sau nule.

In ceea ce priveste actiunea asupra recidivelor, in 12%, din cazuri
urmirite 16 luni, nu s-a observat mérirea nici unui puseu. In 82%, din
cazuri s-a observat marirea pericadei intre pusee de la 1—4 luni la
3—12 luni, iar in 69, din cazuri nu s-a Inregistrat nici o actiune asupra
recidivelor, fiind influentat favorabil numai puseul acut.

Intr-un caz de afte bucale cu pusee la intervale de 4 luni, rebele
la toate tratamentele locale si generale, am obtinut o sedare a durerii,
o ameliorare evidentd a leziunilor, dar nu o vindecare, dupd un fra-
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tament de 15 zile. Efectuarea unui frotiu a pus in evidenti prezenta
de fuzospirili. Continuarea tratamentului cu o solutie de bismut lipo-
solubil a dus la vindecarea bolnavului. Acest caz deosebit de interesant
ne arati cd in cazurile de afte cronice recidivante, rebele la tratamentul
cu extract fluid de propolis, sint recomandabile investigatii pentru de-
pistarea eventualei infectii cu fuzospirili, pentru a completa tratamen-
tul cu o solutie de bismut hidro sau liposolubkil sau mai bine cu arsenic,

De asemenea, putem conchide cd extractul fluid de propolis nu
are actiune asupra fuzospirililor. Actiunea favorabild a extractului fluid
de propolis s-ar putea si se realizeze prin mecanisme muiltiple :

— formarea unei pelicule la suprafaia leziunilor ulceroase, cu
suprimarea actiunii iritante a excitantilor externi ;

— actiunea anestezicd puternicd care suprimé durerea si spasmul
vascular, favorizind astfel vindecarea ;

— actiunea antiviroticd ; unii autori admit etiologia virald in
aftele cronice recidivante.

Am indicat mal sus numai o parte a rezultatelor noastre in expe-
rimentarea formelor farmaceutice.

Cercetdrile sint in curs atit pentru experimentarea clinicd a solu-
fiilor injectabile cit si pentru alte preparate.

Concluzii

Din propolis, produs apicol, s-au preparat tincturi, extract fluid
gi extract moale. Extractul moale a servit pentru prepararea unor forme
farmaceutice : solutii injectabile si unguente.

Experimentdrile au dovedit ci cel mai bun wvehicul pentru pre-
pararea tincturilor, extractului fluid si moale este alcoclul 70°

S-au preparat 4 produse injectabile avind drept vehicul solventi
neaposi : propilenglicol (a), polietilenglicol 400 (b) si uleiul de ricin, fo-
losind drept intermediu benzoatul de benzil (c) sau alcoolul benzilic (d).

Extractul moale de propclis s-a dispersat In 6 faze de unguent:
vaselind-lanolind a); axungia-ceari-lanolind (b); unguent emulsifiant
neionic (¢) ; unguent cu acid stearic, span, tween (d); unguent hidro-
filic cu polietilenglicoli (e) si cu gel de bentonitd (f).

Cercetirile de laborator si clinice au stabilit actiunea antimicro-
biani a preparatelor, Solutiile injectabile prezintd in wvitro o bunid ac-
fiune antifungica.

Tinctura si extractul fluid de propolis au in vitro o actiune remar-
cabili impotriva dermatofitilor : Microsporum ferruginewm, Trichopyh-
ton equinum, T. verrucosum, T. tonsurens si T. viclaceum, Epidermo
phyton flocosum (inguinalis).

Unguentele experimentate clinic in numercase afectiuni cutanate
au indicat rezultate apreciabile mumai in prurite localizate si neurc-
dermite.
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