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CUVINTE CHEIE: propolis, extracte apoase, extracte etanolice, polifenoli, resveratrol,
citronelol, activitate antioxidanta, actiune antimicrobiana, actiune antitumorala, linii celulare,
melanom malign, neoplasm de colon, ulei volatil de propolis, apa aromatica, microstructuri
poliuretanice.



|. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Propolisul a fost utilizat inca din antichitate Tn medicina empirica, iar interesul pentru
utilizarea sa in scop curativ a crescut considerabil prin demonstrarea stiintifica a actiunilor
sale terapeutice. In ultimele decenii cercetarile privind compozitia propolisului corelate cu
actiunile sale terapeutice au cunoscut un progres spectaculos odata cu interesul pentru
apiterapie aldturi de fitoterapie ca abordari terapeutice adjuvante medicinei clasice. Tn
prezent, studiile efectuate pe diferite modele experimentale sunt adresate identificarii
componentelor responsabile pentru efectele terapeutice ale propolisului Tntr-o gama variata
de patologii si, respectiv, pentru caracterizarea mecanismelor de actiune ale acestuia.

Propolisul reprezinta, in principal, o sursa importantd de polifenoli considerati a fi
responsabili de proprietatile sale terapeutice antitumorale/citotoxice, antioxidante,
antibacteriene, antifungice, antivirale, antiinflamatoare, pentru a mentiona doar cateva dintre
acestea.

Caracteristicile geografice ale zonei de provenienta a propolisului influenteaza
compozitia chimica a acestuia si ca atare, activitatile sale biologice. Astazi este binecunoscut
faptul ca un anumit efect terapeutic poate fi determinat de constituenti chimici diferiti ai
propolisului. Pe de altd parte, dependent de compozitie, propolisul poate prezenta
preponderent anumite actiuni terapeutice. Ca si in cazul fitocompusilor, tot mai multe studii
sugereaza faptul ca efectele propolisului sunt rezultatul actiunii sinergice si de potentare
reciproca a constituentilor sai.

Prezenta lucrare a avut drept scop caracterizarea sistematica a compozitiei chimice si
a actiunilor biologice antioxidanta, antibacteriana si antitumorala a unor varietati indigene de
propolis din partea de vest a Romaniei. in ceea ce priveste aceasta din urma, eficacitatea
propolisului romanesc a fost testata in vitro doar in cazul cancerului de san; ca atare, in
prezenta teza au fost investigate in premiera efectele antitumorale ale acestuia la nivelul a
doua linii celulare maligne umane, de melanom si, respectiv, cancer de colon. n plus, s-a
dorit obtinerea unor extracte bogate in principii active in scopul introducerii acestora in noi
formulari farmaceutice cu potentiala actiune terapeutica si/sau profilactica.

Obiectivele cercetarii au constat in:

1. Caracterizarea chimica complexa a opt esantioane de propolis recoltate din zona de
vest a Romaniei.

2. Evaluarea in vitro a activitatii antioxidante, antibacteriene si antitumorale a extractelor
de propolis.

3. Obtinerea si caracterizarea unor forme farmaceutice moderne pe baza de extracte de
propolis.

Il. CARACTERIZAREA PROPOLISULUI BRUT DIN PARTEA DE VEST A TARII

Materialul luat Tn studiu a constat n opt probe de propolis (P1-P8) din judetele: Bihor,
Caras-Severin, Arad, Satu-Mare si Timis, recoltate in anii 2015 (P1—-P6) si 2016 (P7, P8).

Caracterizarea propolisului a constat in: evaluarea profilului lipidic, proteic, mineral,
determinarea continutului de apa, glucide si calcularea valorii energetice. Compozitia chimica
a fost corelata cu activitatea biologica, iar probele de propolis au fost clusterizate pe baza
similaritatii profilului lipidic, proteic si mineral, prin analiza componentelor principale.



II.1. Lipidele au fost extrase din propolis folosind un echipament Soxtest, dupa care s-a
stabilit profilul acizilor grasi prin gaz-cromatografie cuplata cu spectrometrie de masa (GC-
MS). Continutul de lipide din propolis a variat intre 20,20% si 37,73% (Fig. 1).
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Figura 1. Continutul de lipide totale la nivelul esantioanelor de propolis.
(Diferentele semnificative dintre valori sunt ilustrate prin litere distincte; p<0,01, Tukey).

Au fost identificati 17 acizi grasi In propolis, majoritatea fiind saturati; dintre acestia au
predominat acidul lignoceric, palmitic, behenic, cerotic, arahidic si stearic. Acizii nesaturati
identificati au fost reprezentati de: acidul oleic, a-linolenic, cis-palmitoleic, acidul 13,16-
octadecadienoic si, respectiv, acidul hipogeic. Toate probele de propolis au continut: acid
palmitic, oleic, behenic, arahidic, stearic, a-linolenic, miristic si lauric (Fig. 2).
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Figura 2. Distributia acizilor grasi identificati la nivelul esantioanelor de propolis.
(CPA=acid 2-undecil-ciclopropanpentanoic).



I1.2. Proteinele au fost dozate prin metoda Kjeldahl, iar aminoacizii prin cromatografie de
schimb ionic. Continutul proteic a variat intre 0,80 si 1,90% (Fig. 3).
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Figura 3. Continutul in proteine al esantioanelor de propolis.

(Diferentele semnificative statistic dintre valori sunt exprimate prin litere distincte, p<0,05, Tukey).

Au fost identificati 12 aminoacizi Tn propolis: valina, alanina, treonina, serina, izoleucina,
lizina, arginina, fenilalanina, glicina, tirozina, leucina si histidina (Fig. 4).
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Figura 4. Profilul aminoacizilor identificati in esantioanele de propolis.

Aminoacizii alifatici mono-amino mono-carboxilici, valina (aminoacid esential) si
alanina, s-au regasit in concentratie mare in unele probe de propolis. Concentratia valinei in
propolis a variat intre 125,99 mg/100 g (P1) si 660,70 mg/100 g (P3).

[1.3. Continutul de substante minerale totale s-a determinat prin calcinare si a variat intre
0,53% si 2,04%. Elementele minerale individuale au fost dozate prin spectroscopie de
absorbtie atomica: K>Fe>Ca>P>Mg>Zn>Pb>Mn>Cr>Cu>Ni>Cd (Fig. 5).

Potasiul a reprezentat principalul macrolement detectat in propolis, fiind urmat de
calciu si fosfor. Dintre microelemente au predominat fierul si zincul. in ceea ce priveste
valoarea nutritivd minerala a propolisului, luand n considerare necesarul zilnic la adult, se
remarca un continut foarte ridicat de fier, zinc, crom si mangan, respectiv un continut mai
redus 1n fosfor.

In urma analizei cluster, s-a observat un profil mineral distinct pentru probele P2 si
P3. Proba P2 s-a remarcat printr-un continut mineral mai ridicat comparativ cu restul probelor
(inclusiv de plumb), iar proba P3 a continut cantitatea maxima de mangan (22,37 mg/100 g).
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Elementele minerale toxice se pot regasi in propolis ca urmare a poluarii mediului
inconjurator.
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Figura 5. Elementele minerale identificate la nivelul esantioanelor de propolis.

lll. PREPARAREA S| CARACTERIZAREA CHIMICA A EXTRACTELOR APOASE SI
ETANOLICE DE PROPOLIS

Extractele de propolis au fost preparate utilizdnd ca solvent etanolul 60% (v/v),
respectiv apa distilatd (1:20). Randamentul de extractie a fost de 40,26+3,49% pentru
extractele etanolice, respectiv de 5,18+2,16% pentru cele apoase. S-au facut ulterior dilutii
suplimentare pentru caracterizarea extractelor.

Polifenolii totali au fost dozati prin metoda Folin-Ciocélteu (Fig. 6), iar cei individuali
(acid galic, acid protocatechuic, acid cafeic, epicatechina, acid p-cumaric, acid ferulic, rutin,
acid rozmarinic, resveratrol, quercetina si kaempferol) prin LC-MS (Fig. 7).

Extractele etanolice de propolis au continut o cantitate mult superioara de polifenoli
(213,924+48,38 mg GAE/g propolis), comparativ cu cele apoase (7,85+3,15 mg GAE/Q).
Kaempferolul, quercetina, resveratrolul si acidul rozmarinic au predominat in probele
analizate. Extractele apoase au continut in special querceting, iar cele etanolice, kaempferol.

Resveratrolul a fost identificat in premiera in propolisul roménesc, concentratia
acestuia variind intre 4,90 ug/mL (P6) si 188,50 ug/mL (P7) in extractele etanolice.
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Figura 6. Cantitatea de polifenoli totali din extractele etanolice si apoase de propolis.
(Diferentele semmnificative dintre valorile sunt exprimate prin litere distincte, p<0,05, Bonferroni).
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Figura 7. Determinarea cantitativa a compusilor (poli)fenolici in extractele
etanolice (stg.) si apoase (dr.) de propolis.
(KE=kaempferol, QU=quercetind, RES=resveratrol, RO=acid rozmarinic, RU=rutin, FE=acid ferulic, CU=acid p-cumaric,
EC=epicatechina, PA=acid protocatechuic, GA=acid galic).

IV. CARACTERIZAREA BIOLOGICA A EXTRACTELOR DE PROPOLIS

IV.1. Evaluarea ACTIVITATII ANTIOXIDANTE a propolisului

Studiul de fatd a evaluat capacitatea antiradicalard a extractelor etanolice de
propolis, deoarece acestea au avut un continut polifenolic mult mai ridicat fatd de cele
apoase, scopul cercetarii fiind obtinerea unor extracte bogate n principii active cu activitate
biologica reprezentativa.

Activitatea antioxidanta a extractelor de propolis a fost evaluata prin doua
metode spectrofotometrice: DPPH, metoda ce implica radicalul 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Fig.
8) si, respectiv, FOX (Ferrous Iron Oxidation) — Fig. 9.

In cazul primei metode, activitatea antioxidantd a fost determinatd pentru
concentratiile 10 mg/mL, 5 mg/mL, 3 mg/mL, 1,5 mg/mL, 0,5 mg/mL, respectiv. 0,3 mg/mL
si a fost monitorizata timp de 20 de minute fatd de activitatea acidului ascorbic ca standard
antioxidant. O prob& de propolis (P2; IC%"H =0,070040,0132 mg/mL) s-a remarcat printr-un

potential antioxidant usor superior vitaminei C.

3

=~ 100 1.2

8 - P1

% -+ P2 g

2 = P  E b8

.0 P4 =]

'g 507 o P5 E

o = P6 2 0.41

s o 2

2 = P8

‘6 0‘ T T T T T 0-0 T T T T T T T T I‘

< 0 2 4 6 8 10 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 psasfc\gniic
Concentratie (mg/mL) Proba

Figura 8. Activitatea antioxidanta in functie de doza, respectiv variatia IC3; ' pentru

esantioanele de propolis evaluata prin metoda DPPH.
(Diferentele semnificative dintre probele de propolis sunt ilustrate prin litere distincte; p<0,05, Bonferroni.
Toate probele, cu exceptia probei P2, difera semnificativ de acid ascorbic; p<0,0001, Bonferroni).



Deoarece extractele de propolis Tn concentratie de 5 mg/mL au prezentat capacitate
antiradicalara importanta (89,91+4,08%, DPPH), care s-a mentinut la un nivel ridicat la 0,5

mg/mL (59,00+20,97%), acestea au fost evaluate din punctul de vedere al activitatii

antioxidante printr-o metoda suplimentara, tehnica FOX, fiind utilizata catalaza (CAT) drept
standard antioxidant al activitatii de scavenger pentru H,O, (Fig. 9). Probele P5, P6 si P7 nu
au manifestat potential antioxidant la evaluarea prin metoda FOX.
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Figura 9. Activitatea antioxidanta a esantioanelor de propolis evaluata prin metoda FOX.
(Propolis vs. CAT (catalaza), ****p<0,0001, Bonferroni).

Toate esantioanele de propolis din Fig. 9 au avut o activitate antioxidanta
comparabila atunci cand au fost aplicate in concentratie de 0,5 mg/mL, activitate estimata la
~50% din cea a catalazei. In mod paradoxal, extractele aplicate in concentratia mare (5
mg/mL) au prezentat o activitate antioxidanta mai redusa fata de cele aplicate in concentratia
mica (0,5 mg/mL). Acest fapt sugereaza posibilitatea existentei unui efect de tip hormetic,
raportat in literatura de specialitate Tn mod particular pentru resveratrol.

Deoarece polifenolii sunt compusii cel mai frecvent asociati activitatii antioxidante a
propolisului, a fost investigata existenta unei corelatii intre continutul in polifenoli totali al
extractelor etanolice de propolis si activitatea lor antioxidanta. Nu s-a gasit nicio asociere
semnificativa din punct de vedere statistic (p<0,05) intre cele doua variabile. In ceea ce
priveste polifenolii individuali, s-au gasit corelatii pozitive semnificative (p<0,05) intre
activitatea antioxidanta a propolisului si continutul in acid p-cumaric (r=0,713); de asemenea,
efectul antioxidant s-a corelat pozitiv, semnificativ (p<0,05) cu acidul gras cis-palmitoleic
(r=0,717) si, respectiv, cu continutul n zinc (r=0,790), fosfor (r=0,771) si crom (r=0,708).

IV.2. Evaluarea ACTIVITA‘[II ANTIBACTERIENE a propolisului

In ceea ce priveste activitatea antibacteriana a extractelor apoase de propolis, doar
proba P3 a prezentat activitate antibacteriana testata prin metoda spectrofotometrica, asupra
tulpinilor de Listeria monocytogenes (inhibitie de 55,32%), in timp ce pe Escherichia coli si
Staphylococcus aureus, inhibitia a fost mai redusa (41,89% si 30,78%). De asemenea, acest
extract apos a fost eficient asupra speciei Salmonella typhimurium la metoda difuziei in agar.

A fost investigat potentialul antimicrobian al extractelor etanolice de propolis, fiind
aleasa tot proba P3 solubilizata in DMSO (dimetilsulfoxid) pentru a fi testatd asupra
bacteriilor Gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes) si, respectiv,
Gram-negative (Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Haemophylus influenzae) - Fig. 10. DMSO a reprezentat controlul
negativ, iar gentamicina (10 mcg) — controlul pozitiv.
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Figura 10. Activitatea antibacteriana dependenta de doza a extractului etanolic P3.

S-a observat o sensibilitate crescuta la extractul etanolic de propolis solubilizat in
DMSO, dependenta de doza, indeosebi a tulpinilor: Streptococcus pyogenes (inhibitie
maxima la doza de 5 mg extract de propolis/disc: 26 mm) comparabila cu efectul
gentamicinei. In ceea ce priveste germenii Gram-negativi, un efect antibacterian comparabil
a fost obtinut in cazul speciilor Haemophylus influenzae, Salmonella typhimurium, and
Shigella flexneri. Interesant, pentru tulpinile de Staphylococcus aureus si Escherichia coli,
efectul antibacterian a fost decelabil cand P3 a fost aplicat in doza de 3 mg dar a fost
eliminat la doza maximé testata de 5 mg (Fig. 10). In lucrare sunt prezentate si discutate
efectele extractelor de propolis si prin raportare la efectul individual al solventului.

IV.3. Evaluarea ACTIVITA‘[II ANTITUMORALE a propolisului la nivelul liniilor
celulare de cancer de colon (Caco-2) si melanom malign uman (A375)

Activitatea antiproliferativa a propolisului din vestul Romanieia  fost evaluata prin
metoda Alamar-Blue in premiera la nivelul a 2 linii celulare maligne umane, comparativ cu
efectele concentratiilor echivalente de quercetina si acid rozmarinic, compusi polifenolici
dozati anterior in extractele de propolis. Au fost testate concentratii crescande intre 5 si 250
ug/mL, iar evaluarea s-a facut la 48h si 72h de la aplicare (Fig. 11 si 12).

Extractul de propolis (P3) a prezentat actiune antitumorald asupra ambelor linii
celulare testate (melanom malign, cancer de colon), fiind mai eficient asupra celulelor de
melanom.

Pentru linia celulara de cancer de colon Caco-2, se observa ca inhibitia maxima a
proliferarii celulare este atinsa dupa 48 ore de tratament, efectul citotoxic reducandu-se in
timp la 72 ore, pentru toate cele trei extracte aplicate in doza maxima. Efectul citotoxic al
extractelor a fost comparat cu cel al unei solutii de citostatic, 5-fluorouracil (5-FU) aplicat in
concentratie de 13 pg/mL. Si in cazul 5-FU ca si in cazul extractelor (in doza de 250 pg/mL),
efectul a fost maxim la 48 de ore de tratament (inhibitie procentuala de 450,51+109,96%) si a
scazut la 72 ore (inhibitie de 118,59+6,02%). Efectul antiproliferativ al extractelor a
inregistrat o crestere progresiva dependenta de doza la 72 ore de tratament, fiind evident de
la 100 pg/mL pentru toti cei 3 compusi; la doza de 200 pg/mL inhibitia a fost comparabila cu
cea indusa de 5-FU. Interesant, la concentratia maxima (250 pg/mL) extractele au indus o
inhibitie usor superioara (propolis — 141,95+9,52%, quercetina — 140,45+6,44%, acidul
rozmarinic — 157,42+17,77%) celei induse de 5-FU (118,59+6,02%) (Fig 11).
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Figura 11. Evaluarea efectului antiproliferativ asupra liniei celulare de cancer de colon
la 48 si 72h de tratament (5-FU=5-fluorouracil).

in ceea ce priveste linia celulara A375 de melanom malign uman, propolisul a
demonstrat o activitate antiproliferativa superioara celei exercitate asupra celulelor Caco-2,
efectul fiind prezent de la doze mai mici, dupa o perioada scurta de tratament. Astfel, aplicat
in concentratia minima (5 pg/mL), propolisul a determinat o inhibitie semnificativa de peste
50%, dupa 48 ore de tratament. Dupa 72 ore, efectul antiproliferativ al propolisului a fost
prezent de la doza experimentala de 40 pg/mL (inhibitie de 32,17+5,31%) iar de la 80 pg/mL
propolisul a determinat o inhibitie a proliferarii celulelor tumorale care a fost superioara celei
induse de quercetind si acidul rozmarinic. La doza maxima efectul inhibitor a fost de
164,73+0,75% pentru propolis, 128,52+2,21% - quercetina, respectiv 149,2313,29% - acid
rozmarinic. Se observa ca de la concentratia de 100 pg/mL, efectul antiproliferativ al
propolisului a fost net superior atat la 48h céat si la 72 ore de tratament; daca aceasta doza va
fi eficienta si pe alte linii celulare maligne si/sau pe modele tumorale in vivo raméane de
demonstrat (Fig. 12).
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Figura 12. Evaluarea efectului antiproliferativ asupra liniei celulare de melanom
malign la 48 si 72h de tratament.
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V. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA ULEIULUI VOLATIL SI A APEI AROMATICE
DE PROPOLIS

Uleiul volatil a fost extras din propolis prin antrenare cu vapori de apa, utilizdnd un
dispozitiv de tip Clevenger. Compozitia chimica a acestuia a fost investigatda prin
cromatografie gazoasa cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS). Compusii care au
predominat in ulei au fost carvona (43,81%) si anetolul (41,20%). Citronelolul este un
component care a fost identificat in premiera n uleiul esential de propolis.

Apa aromatica de propolis, rezultatd Tn cursul procedeului de obtinere a uleiului
volatil, a fost caracterizata din punct de vedere chimic si biologic. Polifenolii individuali
identificati in apa de propolis prin LC-MS au fost: resveratrol, acid rozmarinic, kaempferol,
quercetina si acid p-cumaric. Concentratia acestora a fost redusa, variind intre 0,44 si 2,54
ng/mL.

Tn continuare a fost evaluatd activitatea antimicrobiana a apei aromatice de propolis
prin metoda spectrofotometrica. Aceasta a fost prezenta (dependent de doza) pentru speciile
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Candida albicans, Haemophylus influenzae, si
Streptococcus pyogenes. Eficacitatea maxima a fost descrisa pentru Salmonella
typhimurium. Efecul anti-H. influenzae a fost superior efectului antimicotic asupra C. albicans.
Interesant, efectul antibacterian asupra E.coli a fost invers proportional cu doza aplicata, fiind
maxim la 25 pL (Fig. 13).
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Figura 13. Activitatea antimicrobiana a apei aromatice de propolis.

VI. FORMULAREA S| CARACTERIZAREA UNOR MICROPARTICULE POLIMERICE
CU PROPOLIS

Au fost preparate microparticule poliuretanice cu extract etanolic de propolis, care au
fost caracterizate sub aspectul comportamentului termic prin calorimetrie cu scanare
diferentiala si, respectiv, a stabilitatii fizice prin determinarea potentialului Zeta. n continuare
a fost determinata activitatea antibacteriana a microparticulelor poliuretanice cu propolis prin
metoda difuziei in agar, asupra urmatoarelor tulpini bacteriene: S. pyogenes, S. aureus, S.
flexneri, P. aeruginosa, E. coli, S. typhimurium si H. influenzae, comparativ cu efectul
gentamicinei (10 mcg). Analiza termica a indicat o incluziune eficienta la nivelul particulelor
cu dimensiunea de 572,13+35,12 nm; indicele de polidispersie a variat intre 0,4 si 0,7, iar
potentialul Zeta a fost cuprins Tntre 16,3 si 19,8 mV. Microparticulele poliuretanice cu extract
etanolic de propolis nu au prezentat insa activitate antibacteriana pe tulpinile testate, fiind
necesare studii suplimentare asupra capacitatii de eliberare a acestora.
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CONCLUZzII

Continutul mediu de lipide din propolis a fost 33,17+5,16%, fractiile lipidice

preponderent identificate fiind acizii grasi saturati. Din categoria acizilor grasi
nesaturati au predominat acidul oleic si a-linolenic (acid gras esential).

Continutul mediu de proteine totale din propolis a fost de 1,26+0,38%. Au fost
identificati urmatorii aminoacizi esentiali: valina, treonina, izoleucina, lizina,
fenilalanina si leucina. Dintre toti aminoacizii, au predominat valina si alanina.
Continutul mediu de substante minerale totale din propolis a fost de 0,91+0,51%.

Propolisul s-a remarcat printr-un continut ridicat de potasiu. In ceea ce priveste
valoarea nutritiva minerala a propolisului, ludnd in considerare necesarul zilnic la
adult, s-a observat un continut ridicat de fier, crom, zinc si mangan.

Procentul de zaharuri reducatoare din propolis a fost de 0,4+0,1% iar valoarea

energetica a propolisului a fost stabilita la 545,01+27,30 kcal/100 g.

Cantitatea de polifenoli total din extractele etanolice de propolis a fost mult superioara
celei din extractele apoase. De asemenea, reziduul sec al extractelor etanolice a fost
mult mai mare fata de cel corespunzator extractelor apoase, etanolul (60% v/v) fiind
un solvent de extractie a polifenolilor din propolis mult mai eficient decét apa.
Compusii polifenolici prezenti in toate esantioanele de propolis din zona de vest a
Romaniei au fost: kaempferolul, quercetina, acidul rozmarinic si resveratrolul, acestia
regasindu-se atat in extractele apoase, cat si etanolice.

Resveratrolul a fost identificat in premiera nationalé in propolisul roméanesc.

Extractele etanolice de propolis au prezentat activitate antioxidanta foarte bund, chiar
la doze mici: procentul de inhibitie a DPPH-ului a fost de 85,97+7,63% pentru
concentratia de 1,5 mg/mL si, respectiv, de 59,00+22,41% la concentratia de 0,5
mg/mL. Valoarea medie a IC%’*" pentru cele opt probe a fost de 0,40+0,25 mg/mL.

Extractele de propolis cu activitate antioxidanta demonstrata la testul cu DPPH au
fost evaluate suplimentar prin metoda FOX; acestea au prezentat o activitate
antioxidanta superioara la o concentratie mai redusa, aspect sugestiv pentru efectul
hormetic al propolisului, descris in literatura de specialitate si pentru alti fitocompusi.
Extractele etanolice de propolis s-au remarcat printr-o activitate antibacteriana
importanta asupra tulpinilor de Streptococcus pyogenes, inclusiv la doze mici.
Dependent de doza, propolisul a manifestat efect antibacterian pe Haemophilus
influenzae si Escherichia coli. Speciile Staphylococcus aureus si Shigella flexneri au
fost mai putin sensibile.

Extractele apoase de propolis au fost eficace asupra unui numar mai redus de tulpini
bacteriene, comparativ cu cele etanolice si s-au remarcat prin eficienfa asupra
Salmonellei typhimurium. Speciile Listeria monocytogenes, Escherichia coli si
Staphylococcus aureus au fost sensibile la extractele apoase.

Apa aromatica de propolis a prezentat efect biologic propriu, fiind activa asupra
speciilor Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Haemophilus influenzae si
Candida albicans.

Activitatea antitumorald a fost testata in premierd nationala la nivelul liniilor celulare
de cancer de colon si melanom malign uman si s-a evidentiat faptul ca propolisul a
prezentat efecte antitumorale comparabile cu quercetina si acidul rozmarinic,
dependent de doza aplicata si respectiv, durata tratamentului.

Efectul antiproliferativ pe linia celulara de melanom malign uman a fost superior celui
obtinut pe linia de cancer de colon.

Au fost sintetizate microparticule poliuretanice cu extract de propolis, cu diametrul
cuprins intre 0,504 uym si 0,621 ym care au fost caracterizate fizico-chimic si testate
pentru efectul antibacterian, dar capacitatea de eliberare redusa a principiilor active a
condus la o inhibitie bacteriana deficitara.
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Identificarea in premierd a resveratrolului in toate extractele, etanolice si apoase,
obtinute din esantioanele de propolis din zona de vest a tarii.

Evidentierea in premiera nationalé a efectului antiproliferativ al propolisului din vestul
tarii la nivelul a doua linii celulare maligne umane, de melanom si, respectiv, cancer
de colon.

Analiza detaliata a fracfiei lipidice din propolis, cu punerea in evidenta a unor compusi
chimici care, desi minoritari in compozitie, au potential biologic activ.

Cuantificarea aportului in substante minerale la nivelul esantioanelor testate si
raportarea la necesarul zilnic din dieta, cu evidentierea prezentei oligoelementelor
esentiale de tipul: fier, zinc, mangan si crom.

Extractia si caracterizarea uleiului volatil si a apei aromatice de propolis si
identificarea in premierd a citronelolului ca si principiu activ in uleiul volatil de
propolis.

Obtinerea unei forme farmaceutice moderne cu extract de propolis si testarea
preliminara a efectului antibacterian al acesteia, in vederea utilizarii viitoare in forma
optimizata ca adjuvant terapeutic.
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