RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC

Proiect Nr. PD 42 /2020, acronim BIOPROP: “Efectele extractelor de propolis
asupra membranelor lipidice bio-mimetice - o abordare biofizici avansata”, cod
PN-111-P1-1.1-PD-2019-0778, perioada ianuarie 2021 - decembrie 2021
Rezumatul etapei

Etapa Il a Proiectului Nr. PD 42 /2020, acronim BIOPROP: “Efectele extractelor de propolis
asupra membranelor lipidice bio-mimetice - o abordare biofizicd avansata”, pagina web:
http://proiecte.nipne.ro/pn3/19-proiecte.html, s-a desfasurat in cadrul celor 7 activitati prevazute
in planul de realizare a proiectului. Prezentam sintetic principalele rezultate obtinute in cadrul

acestei etape:

» A fost realizata colectarea locala, direct de la producator, a mostrelor de propolis; dupa
colectare, mostrele de propolis brut au fost sortate si stocate in conditii controlate de
laborator;

» Au fost preparate extractele (hidro)alcoolice din mostrele colectate si stocate in cadrul
primei activitati a acestei etape;

> Extractele (hidro)alcoolice de propolis au fost caracterizate, utilizand tehnici de
spectroscopie optica (UV-VIS), in vederea obtinerii cantitatilor (procentuale) de fenoli si
flavonoide din compozitie;

» A fost dezvoltat si up-gradat modelul bazei de date in care sunt stocate toate informatiile
referitoare la propolis, folosind informatiile si rezultatele experimentale obtinute in cadrul
acestei etape;

» A fost studiatd interactia dintre componentele din compozitia extractelor de propolis si
modelele de membrane lipidice utilizand spectroscopia optica UV-VIS;

» A fost studiata interactia dintre componentele din compozitia extractelor de propolis si
modelele de membrane lipidice utilizand spectroscopia optica de fluorescenta;

» A fost adus la zi continutul paginii web dedicata proiectului; diseminarea rezultatelor s-a

realizat prin participarea la o conferinta internationald.

Descrierea stiintifica si tehnica
Executia Etapei Il — Caracterizarea extractelor (hidro)alcoolice de propolis si studiul
efectelor produse asupra membranelor bio-mimetice (2021) s-a desfasurat in acord cu planul de
realizare a proiectului, in cadrul a 7 activitati specifice, ceea ce a permis realizarea integrala a

obiectivelor stiintifice si manageriale propuse in cadrul acestei etape.


http://proiecte.nipne.ro/pn3/19-proiecte.html

Activitatea 2.1 — Colectarea si stocarea, in conditii controlate, a mostrelor brute de
propolis.

Pentru obtinerea mostrelor de propolis brut, s-a luat legatura cu Societdtile comerciale si
filialele apicole din structura Asociatiei Crescatorilor de Albine din Roméania (ACAR), lista acestor
societati fiind disponibila la adresa web https://www.aca.org.ro/wp-
content/uploads/2019/07/Societatile-Comerciale-si-Filialele-apicole-din-structura-ACA-
Romania-07.2019.pdf.

Din pacate, colaborarea cu aceste sucursale ale ACAR a fost una fara rezultate satisfacatoare
pentru obiectivele proiectului, doar doui sucursale (dintr-un total de 40 de sucursale) oferind un
raspuns afirmativ la solicitarea de vanzare/donatie a unei cantitati de aproximativ 50 — 100 g de
propolis brut. Motivul principal pentru lipsa colaboririi acestor sucursale este reprezentat de pretul
de achizitie a propolisului de la apicultori, reglementat in cadrul ACAR la 200 LEI/kg, valoarea
reald a acestuia fiind cuprinsa intre 400 LEI/kg si 700 LEI/kg, in functie de puritate (cantitatea de

reziduuri lemnoase si de ceara, prezente in propolisul recoltat).

In urma colaborarii defectuoase descrisa anterior, am luat decizia sa folosesc retelele social
media pentru stabilirea de contacte in randul apicultorilor inscrisi in grupurile de discutii dedicate.

Tn acest fel, a fost obtinut un numar de 21 de mostre distincte de propolis brut.

Toate mostrele de propolis, obtinute pana in acest moment, au fost colectate prin razuire cu
“dalta de propolis” de pe suporturile ramei, marginile cadrului si de pe scandurile inferioare sau
din interiorul stupilor. Masa obtinuta in urma razuirii a fost amestecata pentru omogenizare si apoi

compactatd manual. O astfel de mostrd de propolis brut poate fi observatd in Figura 1.

Figura 1. Mostra de propolis brut.
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Acolo unde a fost posibil mostrele de propolis au fost preluate direct de la apicultori (6
mostre), in restul cazurilor mostrele fiind trimise de catre acestia prin intermediul firmelor de
curierat. Propolisul astfel obtinut a fost sortat si stocat in pungi de polietilend cu inchidere
ermetica. Pungile au fost etichetate (pe etichete fiind inscrise informatiile despre propolis necesare

in cadrul proiectului) si depozitate pentru pastrare in congelator, la o temperaturd de — 20 °C.

Trebuie mentionat ca mostrele de propolis obtinute in cadrul acestei activitati sunt in totalitate
mostre recoltate in timpul sezonului de productie a mierii (propolis proaspat recoltat inter-sezon),
campania de recoltare a propolisului fiind, in functie de specificul climatic al zonei si de

disponibilitatea fiecarui apicultor, de la inceputul lunii septembrie pana la sfarsitul lunii noiembrie.

Activitatea 2.2 — Prepararea extractelor (hidro)alcoolice de propolis.

Deoarece propolisul brut este practic insolubil in apa, doar o mica fractie (< 10 %) putand fi
dizolvata, pentru extractia compusilor de interes si o separare cat mai optima a impuritatilor, cum
ar fi ceara, se folosc solutii etanolice de concentratie 70 %. Protocolul utilizat initial (descris in
Etapa | — 2020) pentru obtinerea extractelor (hidro)alcoolice de propolis a suferit modificari
substantiale, deoarece in urma testelor realizate, a rezultat ca in suspensia obtinutd in urma
extractiei era prezenta o cantitate mult prea mare de ceara. Noul protocol de obtinere a extractelor

(hidro)alcoolice de propolis este descris in continuare:

» Propolisul brut pastrat la temperatura de — 20 °C se rade utilizand o razatoare fina;

» Se separa din particulele obtinute, in urma unei inspectii vizuale, pe cat posibil, reziduurile
lemnoase ramase de la faza de recoltare;

» Propolisul ras se introduce iarasi in congelator pentru a-i scadea temperatura la — 20 °C,
pentru a usura urmadtoarea prelucrare mecanicd la care va fi supus acesta, si anume
rajnirea/mojararea, pentru obtinerea unei pulberi cat mai fine;

» Pentru prepararea unui extract (100 mL de solutie (hidro)alcoolica) se utilizeaza o cantitate
de 1 — 3 g de pulbere obtinuta anterior;

> Peste cantitatea de propolis cantarita anterior se adauga, intr-un balon cotat de 25 mL
(Pyrex®, Corning, Inc.), pana la volumul marcat pe balon, alcool etilic (LiChrosolv®,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) pentru cromatografie (puritate > 99.9 %); suspensia
astfel obtinuta, se pastreaza la o temperaturd constanta (25 °C), cu agitare continud (120

rpm), pentru 72 h;



> In primele 3 h, suspensia este tratati prin sonicare, intr-o instalatie de ultrasonicare (putere
ultrasunete 80W), timp de 10 min, la intervale de 1 h; procedura se repeta la fiecare 24 h;

» Dupa scurgerea celor 72 h ale primului interval de extractie, suspensia se filtreaza in doi
pasi: primul pas este o filtrare grosiera, utilizand 5 bucati suprapuse de pansament steril si
al doilea pas utilizdnd hértie de filtru cu diametrul porilor cuprins intre 7-14 pum
(Whatman®, Cytiva);

» Se masoara volumul suspensiei filtrate si se ajusteaza cu apa ultrapurd pentru obtinerea
unei concentratii alcoolice de 70 % (v/v);

» Deoarece puritatea alcoolului utilizat pentru extractia compusilor activi din propolis este
foarte ridicatd, acesta va solubiliza, pe langd compusii de interes, i ceara prezenta in
propolis; astfel, in momentul ajustdrii concentratiei alcoolice a solutiei utilizand apa
ultrapurd aceasta (ceara dizolvatd) se va solidifica aproape instantaneu; solutia astfel
obtinuta se lasd la agitat 30 min si se filtreaza inca o data prin hartie de filtru; suspensia
astfel obtinuta se noteaza “extract 17

» Reziduurile obtinute In urma filtrarii se resuspenda in 25 mL de alcool etilic 70 %, fiind
tinute cu agitare continud pentru incd 24 h; in primele 3 h ale acestui interval se efectueaza
pasii de sonicare a solutiei, descrisi anterior;

» Dupa 24 h, suspensia se filtreaza din nou in doi pasi; suspensia rezultata in urma filtrarii se

o ¢

amesteca cu solutia marcata “extract 1”’; amestecul se noteaza “extract 2”;

Figura 2. Extract (hidro)alcoholic de propolis.
» Reziduului rezultat in urma filtrarii de la pasul anterior i se mai face inca o extractie timp

de 24 h, in 25 mL de alcool etilic 70 %, ca la pasul anterior de extractie; dupa aceasta



extractie, se aplica filtrarea in 2 pasi; suspensia astfel obtinutd se amestecd cu solutia
“extract 2” si se ajusteaza volumul final la 100 mL cu alcool etilic 70 %;

» Solutia obtinutd se filtreaza cu ajutorul unui filtru pentru seringd, cu diametrul porilor de
0.22 um (Millex®, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) si se obtine astfel extractul

(hidro)alcoolic de propolis, ca in Figura 2.

Pentru fiecare mostra de propolis au fost preparate cate trei extracte in paralel. Concentratia
C a fiecarui extract de propolis (cantitatea de balsam sau propolis uscat) din solutiile
(hidro)alcoolice s-a obtinut prin evaporarea, in triplicat, in flux de azot a unui volum de 2 ml pana

la uscarea completd; dupa uscarea completa S-a cantdrit cantitatea m de propolis obtinuta,
concentratia acestuia determinandu-se utilizand formula: ¢ = % mg/mL. Concentratia finald a

fost obtinuta din media aritmetici a celor trei masuratori. In urma extractiilor efectuate, au fost
obtinute concentratii de balsam in intervalul 5.327 mg/mL — 18.351 mg/mL, in functie de cantitatea
initiala de pulbere de propolis utilizatd pentru obtinerea extractului dar si de cantitatea reziduurilor
macroscopice si a cantititii de ceara din fiecare proba. Valorile obtinute se pot folosi la

determinarea cantitatii de balsam (propolis pur) din fiecare mostra de propolis brut.

Extractele (hidro)alcoolice de propolis obtinute, utilizand protocolul descris anterior, au fost
pastrate sub forma de solutie la temperatura de — 20 °C pentru stocare, fractii din aceste solutii
fiind pastrate la temperatura de + 4 °C pentru utilizare imediata. Solutiile etanolice au fost marcate
ca “EXTRACT A”, in paralel cu acestea preparanduse cate 50 mL de solutie metanolica de extract,
folosind 1 mL de “EXTRACT A” si 49 mL de metanol; acestea au fost marcate in continuare ca
“EXTRACT B”.

Activitatea 2.3 — Caracterizarea spectrofotometrici a extractelor (hidro)alcoolice de
propolis.

Analiza cantitativd a principalelor componente fenolice prezente in propolis se poate face
utilizand tehnici de spectroscopie de absorbtie UV-VIS. Folosind aceastd tehnica se pot determina
urmatoarele grupe de fenoli: 1) flavone si flavonoli, ii) flavanone si dihidroflavonoli si
ii1) continutul total de fenoli. Penru fiecare din aceste grupe, existd metode si protocoale de

determinare cantitativa standardizate.

1. Determinarea continutului total de flavone si flavonoli se face folosind ca solutie de
referintd o suspensie de galangini dizolvati in metanol. In continuare este descris

protocolul experimental pentru obtinerea curbei de calibrare.



- Se prepara 100 mL de solutie stoc de galangina (Supelco, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) in metanol de puritate cromatografica (LiChrosolv®, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany); concentratia de galanginad 32 pg/mL;

- Din solutia stoc de galangind se prepara o serie de dilutii, Tn metanol, cu urmatoarele
concentratii: 16, 8, 6.4 si 4 pg/mL;

- Se amestecd 1 mL din solutiile stoc cu 10 mL de metanol si 0.5 mL solutie de clorura de
aluminiu (AICIz — 5 %, w/v) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
dizolvata in metanol;

- Suspensia obtinuta se ajusteaza la volumul de 25 mL cu metanol;

- Se lasa amestecul obtinut la temperatura camerei pentru 30 min, dupa care se masoara
absorbanta fiecarui amestec la lungimea de unda de 425 nm,;

Pentru obtinerea curbei de calibrare se reprezintd valorile absorbantei in functie de

concentratia solutiei standard exprimata in pg/mL; se obtine astfel curba de calibrare reprezentata

n Figura 3.
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Figura 3. Curba de calibrare folosita la determinarea continutului de flavone si flavonoli.
Pentru analiza extractului de propolis se foloseste 1 mL din solutia de “EXTRACT B”, in
locul solutiei stoc de galangind. Pentru determinarea procentului de flavone si flavonoli din

propolisul brut se foloseste ecuatia:



c *50
P = * 100%
m

unde: P — procentul de flavone si flavonoli, ¢ — concentratia de flavone si flavonoli din extractul
de propolis, determinata folosind parametrii curbei de calibrare din Figura 3 si m —masa de balsam

din fiecare extract.

2. Determinarea continutului total de flavanone si dihidroflavonoli se face folosind ca solutie
de referinta 0 suspensie de pinocembrini dizolvati in metanol. Tn continuare este descris
protocolul experimental pentru obtinerea curbei de calibrare.

- Se prepara 10 mL de solutie stoc de pinocembrina (Supelco, Merck KGaA, Darmstadt,

Germany) in metanol; concentratia de pinocembrind 1.8 mg/mL;

- Din solutia stoc de pinocembrind se prepara o serie de dilutii, In metanol, cu urmatoarele
concentratii: 0.9, 0.45, 0.22 si 0.18 mg/mL;

- Se dizolva 1 g de 2,4-dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) — DNP in 2 mL de acid sulfuric concentrat (H2SO4 — 96 %) (Suprapur®, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) si se dilueaza pana la 100 mL cu metanol;

- Se amesteca 0.5 mL din solutiile de referintd cu 1 mL de solutie de DNP in metanol si se

incalzeste amestecul la 50 °C pe baie de apa, pentru 50 min;
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Figura 4. Curba de calibrare folosita la determinarea continutului de flavanone si
dihidroflavonoli.



- Se raceste amestecul pana la temperatura camerei si se dilueazd pand la 5 mL cu solutie
de hidroxid de potasiu (KOH — 10 % w/v) (Emsure®, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
dizolvat in metanol;

- Din solutia obtinutd se amesteca 0.5 mL cu 10 mL de metanol, dupa care se dilueaza pana
la 25 mL cu metanol, dupa care se mdsoara absorbanta fiecarui amestec la lungimea de

unda de 486 nm;

Pentru obtinerea curbei de calibrare se reprezintd valorile absorbantei in functie de
concentratia solutiei standard exprimata in mg/mL; se obtine astfel curba de calibrare reprezentata

n Figura 4.
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Pentru analiza extractului de propolis se folosesc 0.5 mL din solutia de “EXTRACT A”, in
locul solutiei stoc de pinocembrind. Pentru determinarea procentului de flavanone si

dihidroflavonoli din propolisul brut se foloseste ecuatia:
c
P=—x100%
m

unde: P — procentul de flavanone si dihidroflavonoli, ¢ — concentratia de flavanone si
dihidroflavonoli din extractul de propolis, determinata folosind parametrii curbei de calibrare din

Figura 4 si m — masa de balsam din fiecare extract.

3. Continutul total de fenoli se determina spectrofotometric prin metoda Folin-Ciocélteu; ca
solutie de referinta se foloseste 0 suspensie de pinocembrina:galangina (2:1 w/w) dizolvata
in metanol. In continuare este descris protocolul experimental pentru obtinerea curbei de
calibrare.

- Se prepard o solutie stoc de pinocembrina:galangina (2:1 w/w) prin dizolvarea a 2.2 mg
de pinocembrina si 1.1 mg de galangind in 10 mL de metanol; concentratia finald a
amestecului pinocembrina:galangina va fi de 330 pg/mL;

- Din solutia stoc de pinocembrind:galangind se prepard o serie de dilutii, in metanol, cu
urmatoarele concentratii: 165, 82.5, 41.2 si 33 pg/mL;

- Se amesteca 0.5 mL din solutiile standard cu 7.5 mL apa ultrapura;

- Peste suspensiile obtinute se adauga cate 2 mL de reactiv Folin-Ciocalteu (Supelco, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) si 3 mL de carbonat de sodiu (CNa203 — 20 % w/v) (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) in apa ultrapura;



- Se completeazd suspensiile, obtinute anterior, pdna la 25 mL cu apa ultrapurd si se
pastreaza pentru 2 h (£ 3 min) la temperatura camerei, du care se masoara absorbanta

acestora la lungimea de unda de 760 nm,;

Pentru obtinerea curbei de calibrare se reprezintd valorile absorbantei in functie de
concentratia solutiei standard exprimata in lg/mL; se obtine astfel curba de calibrare reprezentata

n Figura 5.
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Figura 5. Curba de calibrare folosita la determinarea continutului total de fenoli.

Pentru analiza extractului de propolis se folosesc 0.5 mL din solutia de “EXTRACT B”, in
locul solutiei stoc de pinocembrind:galangina. Pentru determinarea procentului de flavanone si

dihidroflavonoli din propolisul brut se foloseste ecuatia:

¢ *50
P = * 100%
m

unde: P — procentul de flavanone si dihidroflavonoli, € — concentratia totala de fenoli din extractul
de propolis, determinata folosind parametrii curbei de calibrare din Figura 5 si m — masa de balsam

din fiecare extract.

In Tabelul 1 sunt prezentati toti parametrii obtinuti din curbele de calibrare pentru cele trei

clase de fitocompusi. Acesti parametri au fost apoi utilizati pentru determinarea procentelor totale



de flavone si flavonoli, flavanone si dihidroflavonoli si a continutul total de fenoli din mostrele de

propolis brut analizate.

Tabelul 1. Parametrii obtinuti din fit-ul linear” al curbelor de calibrare

Pinocembrina 2.16*10° +4.70*10° -4.99%103 + 4.42*10*
Galangina 0.24106 + 3.31*10°° -5.98*10* £ 1.35*10°®
Pinocembrini:Galangini 1.46*10° +2.85*10° 3.29%10° + 1.81*10°%

Ecuatia regresiei lineare A = a*Cyx + b, unde A reprezintd absorbanta standardului si Cx concentratia acestuia

Pentru toate standardele s-a obtinut un coeficient de determinare R? al regresiei lineare > 0.99

Fkk

Extractele (hidro)alcoolice de propolis, obtinute din mostrele colectate, au fost analizate

utilizand cele trei protocoale de lucru descrise anterior, rezultatele obtinute pentru proportiile celor

trei clase de fitocompusi fiind prezentate in Tabelul 2.

Valorile a si b obtinute in urma regresiei lineare + eroarea standard a acestor valori

Tabelul 2. Proportiile celor trei clase de fitocompusi din mostrele de propolis analizate

P1 - IL, Andrasesti 7.56+0.14 16.61 + 0.36 5422 +1.01
P2 — VS, Lipovit 11.97 £ 0.95 21.46 +£0.20 59.30 +0.76
P3 — GL, Vanatori 10.23 £ 0.57 17.11+0.19 43.22 +0.43
P4 — IL, Marsilieni 8.87+£0.36 17.23+0.41 57.75+0.89
P5 — MS, Tarnaveni 10.29 £ 0.33 13.17 £ 0.46 48.21+0.87
P6 — AG, Mioveni 11.89 £ 0.85 22.70 £0.27 61.39 + 0.57
P7 - TR, Rosiori de Vede 8.71+0.56 19.77 £ 0.31 47.17+1.03
P8 — TR, Putineiu 6.24 + 0.66 14.32 + 0.87 37.01+1.13
P9 — SM, Apa 10.19+0.71 14.44 + 0.93 42.17+0.93

P10 - OT, Daneasa 7.71£0.79 12.49 £ 0.55 47.09 £ 0.85
P11 - CJ, Cluj-Napoca 8.80 £ 0.51 6.64 £ 0.17 31.01 £ 0.67
P12 — TL, Macin 8.89+0.13 11.93+0.19 49.19 + 0.55
P13 - BZ, Buzau 6.02+0.15 11.13+0.57 41.01+£0.77
P14 — BC, Margineni 9.18 +0.23 15.51 +0.26 53.97 £ 0.81
P15 — DB, Targoviste 7.21+0.16 8.71+0.33 36.61 + 0.89
P16 — CT, Murfatlar 9.98 +0.27 14.41 +0.27 46.21 +0.99
P17 — CL, Valcelele 6.26 + 0.43 11.01 +0.51 38.98+0.83
P18 — DJ, Bechet 6.22+0.19 9.78 +0.37 41.07 £ 0.76
P19 — GR, Buturugeni 7.07+£0.27 8.83+0.44 39.01 + 0.65
P20 - GR, Giurgiu 6.03 +0.57 9.91+041 32.16+0.73
P21 - MH, Orsova 11.78 £0.13 23.13+0.31 60.18 + 0.41
P22 — IS, Iasi 6.61+0.18 7.75+0.53 31.76 £ 0.92

P23 — IF, Varteju 6.83+0.67 8.79 £ 0.47 33.27+0.78

In literatura de specialitate sunt precizate limitele minime pentru procentele de fitocompusi

din compozitia propolisului. Aceste limite sunt: pentru flavone si flavonoli procentul minim

Media a trei masuratori + deviatia standard




acceptat este de 4 %, pentru flavanone si dihidroflavonoli procentul minim accepta este tot de 4

%, iar pentru continutul total de fenoli procentul minim trebuie sa fie de 20 %.

Din analiza datelor obtinute pana in prezent se constata ca toate mostrele de propolis respecta
standardul minim pentru fitocompusii cu proprietiti bioactive din compozitia sa. De asemenea,
incepe sa se contureze un anumit tipar al variabilitatii compozitiei propolisului, in functie de
arealul geografic, flora locala si zona climatica. Din studiile realizate pana in prezent, am constatat
ca pentru mostrele de propolis recoltate din locatii care au in proximitate zone impddurite,
proportia fitocompusilor din compozitia acestora este mai ridicata. Corelarea compozitiei
propolisului cu arealul geografic si, in principal, cu flora locala se va face in final utilizand resurse
GIS (harti topografice) si studii statistice referitoare la distributia speciilor pomicole Tn teritoriu
(ex. studiul finalizat Tn anul 2014, realizat in cadrul proiectului sectorial ,,ADER 1.1.13. ,,Zonarea
sortimentelor de specii, portaltoaie si soiuri pe bazine pomicole, in functie de conditiile

pedoclimatice si socio-economice”).

Activitatea 2.4 — Up-grade-ul bazei de date in care sunt stocate informatiile despre

propolis.

In urma discutiilor purtate cu diversi apicultori si a studierii resurselor bibliografice
disponibile, s-a stabilit ca in structura bazei de date, pentru fiecare proba analizata, sa fie salvate,

pe langa rezultatele experimentale obtinute, urmatoarele informatii:

» Locatia unde este inregistrata stupina (“vatra stupinei”);

» Data de inceput si de sfarsit a intervalului de timp intre momentul recoltarii
propolisului supus analizei si recoltarea anterioard;

» Un maxim de 5 cdmpuri de date, corespunzatoare celor “5 campanii mari de recoltare
a mierii”, care vor contine informatii despre locatie, momentul de inceput si de sfarsit
al campaniei;

» Informatii pentru identificarea geografica: judetul si localitatea unde este inregistrata

stupina.

Acolo unde informatiile de localizare a stupinei (locatia de inregistrare si/sau locatiile de
recoltare in campanie) nu sunt disponibile, se vor folosi, ca locatie de referinta pentru analiza

datelor, informatiile geospatiale din motoarele publice de generare a hartilor (ex. Google Maps).



Activitatea 2.5 — Studiul efectelor produse de extractele (hidro)alcoolice de propolis

asupra membranelor bio-mimetice utilizand tehnici de spectroscopie optica.

Pentru studiul interactiei Tntre membranele bio-mimetice si extractele (hidro)alcoolice de
propolis s-au folosit lipozomi preparati conform protocolului descris in Etapa | — Activitatea 1.3.
Lipidele utilizate pentru prepararea lipozomilor au fost: DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolind), DPPG (1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) sare de sodiu) si
colesterol . Toate lipidele au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. Veziculele unilamelare care
imitd membrana celulelor de mamifer au fost preparate dintr-un amestec de DPPC si colesterol
intr-un raport de 85:15 (mol:mol). in mod similar, veziculele unilamelare care imiti membrana
bacteriana au fost preparate dintr-un amestec de DPPC si DPPG intr-un raport de 85:15 (mol:mol).
Vezicule unilamelare, cu diametrul mediu 200 nm, au fost obtinute prin extrudare, folosind un
extruder standard (Avanti Polar Lipids). Concentratia finald de lipide a fost de 50 uM. Concentratia

de propolis a fost variata intre 0 si 100 pg/mL.

Pentru a studia interactia intre fitocompusii din propolis si membranele bio-mimetice au fost
masurate initial absorbantele suspensiilor de lipozomi (curbele de culoare neagra din cele doua
grafice din Figura 6) si ale extractului de propolis in solutie apoasa salina — PBS (curbele de culoare
rosie din aceleasi grafice). Inregistrarile s-au realizat utilizand un spectrofotometru UV-VIS-NIR
model Jasco V-770, prin baleierea intervalului de lungimi de unda intre 200 nm si 600 nm, cu pas

de 1 nm si o vitezd de 400 nm/min.
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Figura 6. Spectrele de absorbtie UV-VIS a suspensiei de lipozomi in solutie apoasa salina
obtinuti din DPPC:Colesterol (curba neagra — A) si DPPC:DPPG (curba neagra — B), extractul
de propolis in solutie apoasa salina (curba rosie — A si B) si a amestecului de lipozomi obtinuti

din DPPC:Colesterol (curba albastra — A) si DPPC:DPPG (curba albastra — B) in prezenta

extractului de propolis.



Pe curbele corespunzatoare suspensiilor de lipozomi se observa peak-ul de Tmprastiere a
luminii pe veziculele unilamelare, in jurul lungimii de unda de 210 nm. Pentru curbele extractului
de propolis sunt evidentiate in figura anterioara peak-urile caracteristice absorbtiei componentelor

fenolice si a flavonoizilor.

Atunci cand suspensia de lipozomi se afla in prezenta extractului de propolis (curbele de
culoare albastra din cele doua grafice din Figura 6) se observa o crestere a valorilor absorbantei
probei. Ce este important de observat din aceste doua grafice este faptul ca pozitia peak-urilor
coresponzatoare componentelor fenolice si flavonoizilor (indicate cu sageti pe cele doua grafice)
nu isi modificd pozitia in spectru (doar amplitudinea acestora se modifica), acest lucru fiind un
indicator al faptului ca la interactia dintre compusii prezenti in extractul de propolis si cele doua
tipuri de membrane lipidice nu apar modificari la nivelul grupéarilor cromofore din structurile

moleculare prezente in extract.

0.4 4

0.3 4

Abs.

0.2 4

0.14

0.0 4

T T T T T
200 300 400 500 600
A [nm]

Figura 7. Spectrul de absorbtie a extractului de propolis inregistrat Tn raport cu solutia apoasa
salina (curba neagra) si Spectrul de absorbtie a amestecului de lipozomi cu extract de propolis
nregistrat in raport cu suspensia de lipozomi (curba rosie).

Pentru a obtine o confirmare suplimentara a rezultatelor experimentului anterior, au fost
nregistrate si spectrele de absorbtie a extractului de propolis in solutie apoasa salind (curba neagra
din figura anterioard) n raport cu cu aceasta si a lipozomilor in prezenta extractului de propolis
(curba rosie) folosind ca solutie de referinta o suspensie de lipozomi. Dupa cum se poate observa
din curbele reprezentate in graficul din Figura 7, absorbantele celor doua suspensii sunt aproape
identice (diferentele care apar intre cele doua curbe se datoreaza in principal erorilor de pipetare

s neomogenitatii locale a probelor analizate).

Tn urma experimentelor desfasurate in cadrul acestei activititi a rezultat faptul ci la interactia

dintre compusii din componenta extractelor de propolis si membranele bio-mimetice apar interactii



care nu duc la modificarea grupdrilor cromofore ale structurilor moleculare din compozitia
eextractelor. Aceste interactii pot fi de naturd hidrofoba in cazul lipozomilor obtinuti din lipide
neutre din punct de vedere electrostatic (DPPC:Chol) si/sau electrostatica, aceasta din urma in

cazul lipozomilor obtinuti din lipide care prezinta sarcind electrostatica in zona capetelor hidrofile

(DPPC:DPPG).

Activitatea 2.6 — Studiul efectelor produse de extractele (hidro)alcoolice de propolis

asupra membranelor bio-mimetice utilizand tehnici de spectroscopie de fluorescenta.

Interactiile care apar intre fitocomputii din extractele (hidro)alcoolice de propolis ti
membranele bio-mimetice s-au pus in evidenta ca urmare a modificarilor de fluiditate membranara
care apar la nivelul bistratului lipidic. Tn cadrul acestei activitati, fluiditatea membranelor lipidice
a fost evaluate prin doua metode. Lipozomii folositi in aceste experimente au fost la fel ca cei de

la experimentele de spectroscopie optica UV-VIS.

Fluiditatea membranei a fost analizata masurand anizotropia fluorescentei a doi fluorofori:
TMA-DPH si DPH. TMA-DPH a fost dizolvat in metanol si DPH a fost dizolvat in tetrahidrofuran
la concentratii de 1 mM. Lipozomii (50 uM) au fost incubati cu TMA-DPH sau DPH la o
concentratie finala de 1 pM timp de 20 min la 25 °C in PBS, pH 7.4, iar valorile anizotropiei
fluorescentei au fost inregistrate in absenta si in prezenta extractelor de propolis, folosind un
spectrofluorimetru FluoroMax-3 (Horiba Jobin Yvon). Rezultatele sunt prezentate ca raport r/ro,
unde r este anizotropia fluorescentei in prezenta extractului, iar ro este anizotropia fluorescentei in
absenta extractului. Lungimile de unda de excitare si emisie au fost de 340 nm si 430 nm (pentru

TMA-DPH) si, respectiv, 348 si 426 nm (pentru DPH).

Fluoroforul Laurdan a fost dizolvata in DMSO, la o concentratie de 1 mM. Dupa incubarea
membranelor lipozomale (50 uM) in PBS, pH 7.4, in prezentaa 0.2 uM de Laurdan, timp de 15
minute la 37 °C, pentru a permite incorporarea acestuia in membrana, a fost inregistrata

fluorescenta folosind spectrofluorimetrul FluoroMax-3 (Horiba Jobin Yvon).
Polarizarea generalizata (GP) a Laurdan a fost calculata folosind ecuatia:

I -1
cp = ‘as0 ~ 19
Lyao + laoo

unde lasg este intensitatea fluorescentei la lungimea de unda de 440 nm si lsgo este intensitatea
fluorescentei la lungimea de unda de 490 nm. Lungime de unda de excitare a fost de 378 nm.

Fluorescenta Laurdanului este sensibila la polaritatea mediului si reflectd modificarile de faza care



apar la nivelul bistratului lipidic. Variatiile continutului de apa din membrana provoaca modificari
in spectrele de fluorescenta a Laurdanului, care sunt cuantificate prin calcularea polarizarii

generalizate — GP.

Modificarile fluiditatii membranelor lipidice in prezenta extractelor de propolis au fost
determinate prin masurarea intensitatii fluorescentei si a anizotropiei fluorescentei TMA-DPH si
DPH, ambele molecule lipofile, cu localizari diferite la nivelul bistratului. TMA-DPH este situata
de gruparile acil ale lipidelor. Anizotropia fluorescentei acestor fluorofori este proportionala cu

rigiditatea si gradul de impachetare a lipidelor din bistrat.

Tn Figura 8 sunt prezentate variatiile rapoartelor r/ro pentru TMA-DPH si DPH, atunci cand
sunt inserate in cele doua tipuri de membrane lipidice DPPC:Chol si DPPC:DPPG. Cresterea
valorilor acestui raport indica o scadere a fluiditatii bistratului lipidic (crestere a ordinii lipidelor)
atét la interfata solvent/membrana lipidica, cat si in zona hidrofoba a bistratului (cozile lipidelor).
Pentru ambele cazuri (tipuri de lipozomi), efectele extractelor de propolis sunt mai pronuntate in
cazul TMA-DPH.
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Figura 8. Variatiile rapoartelor r/ro pentru TMA-DPH si DPH, inserate in lipozomi preparati
din DPPC:Chol (A) si DPPC:DPPG (B).

Se stie ca modificarile polarizarii generalizate (GP) a Laurdanului sunt asociate cu
modificarile fluiditatii membranei lipidice si a hidratarii lipidelor la interfata solvent/bistrat a
lipozomilor. Dupa cum se poate observa in Figura 9, efectele extractelor de propolis asupra
membranelor lipidice au fost semnificativ diferite pentru cele doua tipuri de lipozomi. Tn cazul
lipozomilor preparati din DPPC:Chol, fitocompusi prezenti in extract au scazut valorile GP-ului,
indicand o tranzitie de faza a bistratului lipidic, de la o stare solida (mai ordonatd) catre o satare

mai fluida (mai dezordonatd). Dfiferit fata de acestia, in cazul lipozomilor preparati din



DPPC:DPPG, adaugarea unor cantitdti crescatoare de extract de propolis in suspensie a dus la 0

Usoara rigidizare a bistratului lipidic.
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Figura 9. Variatie GP pentru fiecare combinatie extract de propolis - tip membrana: (A) negru
- DPPC:Chol + Etanol (70%) — folosit ca referinta, rosu — DPPC:Chol + P1, albastru —
DPPC:Chol + P2; (B) negru - DPPC:DPPG + Etanol (70%) — folosit ca referinta, rosu —
DPPC:DPPG + P1, albastru — DPPC:DPPG + P2.

Rezultatele obtinute din masurarea anizotropiei TMA-DPH si DPH au indicat faptul ca
fitocompusi din extractele de propolis au interactionat n mod direct cu membrana lipidica, pentru
ambele tipuri de lipozomi, intr-un mod direct dependent de cantitatea de extract prezentda in
suspensie, scazand in functic de aceasta cantitate microfluiditatea bistratului (i-au crescut
rigiditatea), la mai multe adancimi ale acestuia. Efectul este mai pronuntat in cazul lipozomilor
care prezinta sarcina electrostatica pe suprafata lor (preparati din DPPC:DPPG) decét in cazul

lipozomilor neutri din punct de vedere electrostatic.

Din experimentele in care a fost determinate polarizarea generalizata a Laurdanului, a rezultat
ca fitocompusii din extracte au afectat in mod diferit bistratul lipidic neutru din punct de vedere
electric, inducand o tranzitie de la starea solida (ordonatd) la starea lichida (dezordonatd) la
interfata solvent/bistrat lipidic si a crescut hidratarea acestuia in aceasta zona (mai multe molecule
de apa au putut sa se incorporeze la interfata hidrofob-hidrofila a bistratului). O comportare diferita
a rezultat in cazul lipozomilor preparati din DPPC:DPPG, in prezenta fitocompusilor bistratul

lipidic devenind mai rigid si mai putin accesibil moleculelor solventului.

Din experimentele efectuate in cadrul acestei activitati a rezultat, pentru ambele tipuri de bio-
membrane, o crestere a heterogenitatii membrane lipidice datorita distributiei fitocompusilor in

interiorul si pe suprafata acesteia.



Activitatea 2.7 — Managementul proiectului si diseminarea rezultatelor.

In cadrul activititii de management a proiectului, Responsabilul de proiect a desfasurat
activitati de coordonare a achizitiilor de materiale necesare desfasurarii activitatilor de cercetare
din cadrul etapei in curs si a urmatoarei etape, dar si mentinerea permanentda a contactului cu
compartimentul financiar-contabil pentru administrarea fondurilor disponibile n cadrul
proiectului. De asemenea, au fost pregatite materialele pentru pagina web a proiectului, disponibila

la adresa http://proiecte.nipne.ro/pn3/19-proiecte.html.

Activitatea de diseminare a rezultatelor s-a concretizat prin participarea la conferinta
internationala 13" International Conference Processes In Isotopes And Molecules — PIM 2021, cu
lucrarea tip poster “Effects of propolis extracts on model membranes”. De asemenea,
Responsabilul de proiect a participat la un cursul on-line 18" International Course on “Principles
& Applications of Time-resolved Fluorescence Spectroscopy”, organizat de PicoQuant GmbH.
Datele experimentale obtinute in cursul prezentei etape a proiectului Iimpreuna cu datele obtinute
n cursul primei activitati prevazute in urmatoarea etapa a proiectului vor face obiectul unui articol

stiintific care va fi publicat intr-un jurnal de specialitate.
Obiectivele prevazute in cadrul activitatilor din Etapa Il (2021) au fost indeplinite.

Director Proiect,

Dr. Bogdan ZORILA
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