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 septembrie 2020 - decembrie 2020

Rezumatul etapei

Etapa | a Proiectului Nr. PD 42 /2020, acronim BIOPROP: “Efectele extractelor de propolis asupra
membranelor  lipidice bio-mimetice - o abordare biofizica avansata”, pagina web:
http://proiecte.nipne.ro/pn3/19-proiecte.html s-a desfasurat in cadrul celor 4 activitati prevazute in planul
de realizare a proiectului. Prezentdm sintetic principalele rezultate obtinute in cadrul acestei etape:

» A fost realizat un prim model al bazei de date in care vor fi stocate toate informatiile si rezultatele
despre propolis obtinute in cadrul proiectului;

» Au fost stabilite protocoalele de obtinere a extractelor (hidro)alcoolice de propolis si a curbelor de
calibrare care vor fi utilizate la determinarea principalilor constituenti din aceste extracte;

» A fost pusd la punct metoda de obtinere a membranelor lipidice bio-mimetice si a fost testata
stabilitatea acestor membrane;

» A fost realizata pagina web a proiectului.

Descrierea stiintifica si tehnica

Executia Etapei I — Evaluari preliminare privind metodele de studiu ale extractelor (hidro)alcoolice
de propolis (2020) s-a desfasurat in acord cu planul de realizare a proiectului, in cadrul a 4 activitati
specifice, ceea ce a permis realizarea integrala a obiectivelor stiintifice si manageriale propuse in cadrul
acestei etape.

Activitatea 1.1 — Studiul diversitatii fitogeografice in vederea selectirii zonelor de colectare a
mostrelor de propolis.

Cel mai complex produs ce poate fi obtinut din cresterea albinelor (Apis mellifera) este propolisul.
Propolisul este produs de catre albine, prin amestecarea rasinilor colectate de la plante, in special copaci,
cu ceara si diverse substante secretate de albine (ex. salivda). Compozitia chimica a acestuia depinde de
arealul geografic, flora locala si zona climatica.

Tinand cont de cele expuse anterior, la creearea modelului bazei de date dedicata propolisului trebuie
avute Tn vedere cateva aspecte, care vor conduce, in final, la stabilirea unei corelatii intre compozitia
chimicd a prpolisului si diversitatea fitogeograficd a zonei/zonelor in care albinele si-au desfasurat
activitatea. Astfel, vor fi salvate in baza de date informatii referitoare la: intervalul de timp dintre doua
recoltéri consecutive ale propolisului, locatia/locatiile in care au fost montati stupii si durata de repaus a
stupilor pentru fiecare locatie (intre cele douad recoltari), speciile de copaci si pomi fructiferi (si daca este
posibil proportia acestora) care se regasesc pe o raza de aproximativ 1,5 km de locul de repaus al stupilor.

Activitatea 1.2 — Testarea si validarea protocoalelor de obtinere a extractelor (hidro)alcoolice
de propolis.

Propolisul brut este practic insolubil in apa, doar o mica fractie (< 10 %) putand fi dizolvata. Astfel,
pentru o extractie a compusilor de interes si o separare cat mai optima a impuritatilor, cum ar fi ceara, se
foloseste o solutie etanolici de concentratie 70 %. Protocolul utilizat la obtinerea extractelor
(hidro)alcoolice de propolis este descris in continuare:

» Propolisul brut se pastreaza la o temperatura de — 20 °C; pentru prepararea extractului se preleveaza
0 anumita cantitate din mostra congelata si, utilizindu-se o rasnita electrica sau un mojar cu pistil,
se rajneste/mojareaza cantitatea prelevatd pana cand aceasta se transformd intr-o pulbere fina,
formata din particule de propolis cu diametrul aproximativ cuprins in intervalul 10 — 80 pum;
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» Pulberea astfel obtinuta se cantareste si se adauga peste ea o cantitate de etanol 70 % (raportul Tntre
cantitatea de pudrd de propolis si volumul de etanol trebuie si fie de aproximativ 1:30 w/v);
suspensia obtinuta se pastreaza pentru 24 h la temperatura camerei, in intuneric, cu agitare continua;
pentru realizarea unei extractii rapide se poate utiliza un echipament de ultrasonicare, suspensia
sonicandu-se timp de 20 min. la o temperatura constanta de 20 °C;

» Suspensia obtinutd la pasul anterior se filtreaza utilizand hartie de filtru si se repetd metoda de
extractie utilizand fractia solida recuperata de pe hartia de filtru.

» Concentratia C a extractului de propolis, obtinut din amestecarea celor doud suspensii
(hidro)alcoolice, se determina prin evaporarea in vid sau in flux de azot a unui volum de 2 ml pana
la uscarea completd; dupa uscarea completd se cantireste cantitatea m de propolis obtinuta,

concentratia acestuia determinandu-se utilizand formula: C = % mg/mlL.

Extractul (hidro)alcoolic de propolis obtinut, utilizand protocolul descris anterior, poate fi pastrat, la
temperatura de — 20 °C, sub forma de solutie Sau Se poate evapora in vid sau in flux de azot, pentru a putea
fi utilizat Tn cadrul viitoarelor experimente.

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

» Continutul total de flavone si flavonoli se mdsoard spectrofotometric utilizind o metoda de
complexare a clorurii de aluminiu; ca solutie de referintd, pentru trasarea curbelor de calibrare
standard, se foloseste o suspensie de galangind dizolvata in metanol;

» Continutul total de flavanone si dihidroflavonoli se masoara spectrofotometric utilizind o metoda
colorimetrica DABY; ca solutie de referinta, pentru trasarea curbelor de calibrare standard, se
foloseste o suspensie de pinocembrina dizolvata in metanol;

» Continutul total de fenoli se determina spectrofotometric prin metoda Folin-Ciocalteu; ca solutie
de referintd, pentru trasarea curbelor de calibrare standard, se foloseste o suspensie de
pinocembrina:galangina (2:1 w/w) dizolvata in metanol.

Activitatea 1.3 — Testarea si validarea protocoalelor de obtinere a membranelor bio-
mimetice.

Lipozomii reprezinta unul dintre tipurile de membrane lipidice model, fiind utilizati in practica pentru
ca utilizatorul poate controla compozitia, conditiile fizico-chimice, dimensiunile si forma membranei. Ei
pot fi usor preparati in laborator, din lipide naturale sau sintetice, sunt reproductibili, au o omogenitate
ridicatd si sunt stabili in timpul masurdtorilor. Membranele model pot fi utilizate, cu usurinta, pentru
masuratori de spectroscopie UV-VIS si de fluorescenta. Structural, lipozomii sunt vezicule sferice, in care
un volum de substanta apoasa este complet inchis de catre un bistrat lipidic.

Metodele de obtinere a lipozomilor, pentru experimentele de laborator, sunt:

» Metoda sonicarii, prin care se obtin lipozomi cu diametrul de aproximativ 50 nm — SUV (Small
Unilamellar Vesicles), distribuiti uniform in suspensie;

» Metoda extrudarii, prin care se obtin lipozomi cu diametrele intre 50 nm si 1 pm — LUV (Large
Unilamellar Vesicles), dimensiunile acestora fiind Tn functie de filtrul folosit;

» Metoda electroformarii, prin care se obtin lipozomi “gigant” — GUV (Giant Unilamellar Vesicles).

Din punct de vedere al structurii, lipozomii se Tmpart in: vezicule unilamelare (ULV) — SUV, LUV si
GUV, vezicule multilamelare (MLV), vezicule multicompartimentate (MVV) si vezicule oligolamelare
(OLV).

Pentru experimentele care se vor desfasura pe durata de implementare a proiectului se vor prepara
lipozomi unilamelari (LUV) cu diametrul de aproximativ 200 nm, utilizand o metoda de obtinere descrisa
la adresa https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/luvet, adaptata la conditiile existente
in laborator. Lipidul utilizat la prepararea veziculelor unilamelare mari (LUV), folosite in cadrul
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experimentelor din cadrul acestei activitati, a fost DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolind) (Sigma-
Aldrich). Lipozomii (LUV) au fost preparati prin metoda extrudarii, aceasta metoda constand, pe scurt, din
uratoarele operatii:

» Cantitatea necesara de lipide dizolvate in cloroform (12,5 mg/mL) a fost amestecata si uscata in
flux de azot;

» Filmul de lipide format a fost hidratat cu PBS, incilzit la o temperatura mai mare decat temperatura
de tranzitie a lipidelor — Tr, si agitat puternic; in urma acestor operatiuni a rezultat o suspensie de
lipozomi multilamelari (MLV);

» Suspensia obtinuta a fost supusi la 5 cicluri de inghet-dezghet si apoi extrudata (20 de treceri),
printr-un filtru de policarbonat cu dimensiunea porilor de 200 nm, intr-un extruder standard (Avanti
Polar Lipids, Alabastre, AL, USA); extrudarea s-a efectuat la o temperaturd mai mare decét Tn.

Tn final, a rezultat o suspensie de lipozomi unilamelari (LUV), cu diametrul situat in jurul valorii de
200 nm, concentratia moleculelor de lipid din solutie fiind de 50 uM. Stabilitatea suspensiilor de lipozomi
a fost verificata spectrofotometric (UV-VIS) si fluorimetric (utilizand o proba fluorescenta — Laurdan, care
monitorizeaza fluiditatea bistratului lipidic), fiind comparate valorile absorbantei suspensiilor si cele ale
polarizarii generalizate (GP) a Laurdanului, imediat dupa prepararea suspensiei (1 h) si la un interval de 3
zile de la prepararea suspensiei (72 h), suspensia fiind pastrata in acest interval 1n recipiente de plastic, la
temperatura de 4 °C. Rezultatele comparatiei pot fi observate in Figura 1.
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Figura 1. Spectrele de absorbtie UV-VIS a suspensiei de lipozomi (A) si polarizarea generalizata (GP)
a Laurdanului inserat Tn bistratul lipidic (B).

Din graficele din figura anterioara se poate concluziona ca lipozomii din suspensia obtinuta sunt stabili
din punct de vedere fizico-chimic Tn intervalul de timp ales (72 h). Astfel, Tn cadrul experimentelor ce se
vor desfasura in etapele viitoare ale proiectului, se vor utiliza membrane lipidice model obtinute conform
protocolului descris anterior.

Activitatea 1.4 — Managementul proiectului.

In cadrul activitatii de management a proiectului, Responsabilul de proiect a desfasurat activititi de
coordonare a achizitiilor de materiale necesare desfasurarii activitatilor de cercetare din cadrul etapei in
curs si a urmatoarelor etape, dar si mentinerea permanentda a contactului cu compartimentul financiar-
contabil pentru administrarea fondurilor disponibile in cadrul proiectului. De asemenea, a fost pregatit
materialul pentru pagina web a proiectului, disponibila la adresa http://proiecte.nipne.ro/pn3/19-

proiecte.html.

Obiectivele prevazute in cadrul activitatilor din Etapa I (2020) au fost indeplinite.

Director Proiect,

Dr. Bogdan ZORILA
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