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ODREDfVANJE NEKlH A1AKRO I MIKROELEMENATA U PROPO

LISU f NJECOVlM ETANOLNIiYf f VODENfM EKSTRAKTfMA
 

IvfETODOM A TOlvfSKE APSORPCIONE SPEKTROMETRlJE
 

SVETLANA KULEVAJ'lOVA Izvrseno je odredivanje sadrzaja nekih 
Institut za farmakognoziju makro i rnikroelemenata u makedonskom 
Farmaceutski [akultet, Skopje propolisu i njegovim etanolnirn i vodenim 

ekstraktima. Ispitana je distribucija nekih TRAJCE STAFILOV 
mikroelemenata u propolisu, kao i uticajInstiuu za hemiju 

Prirodnomatematicki [akultet, Skopje duzine ekstrakcije na sadrzinu elernenata 
u ekstraktima. U makedonskorn pro po
lisu, Ca, Mg, K, Na, Fe i Zn su prisutni 
kao rnakroelementi, dok su Mn, Cu, Pb, 
Co, Cd, Cr i Ni zastupljeni u mikro kolici
nama. U propolisovim ekstraktima, ispi
tivani elementi se ekstrahuju do 30% od 
kolicine koja je za svaki clernenat odrede
na u propolisu. Najvece kolicine Cu, Na, 
K, Co, Pb, Cr i Ni se ekstrahuju u etanol
rum ekstraktima propolisa, dok je za Na, 
Mn , Zn i Cd pogodnija vodena ekstrakci
ja . Maksimalna kolicina nikla u ekstrak
tima se dobija nakon jednocasovne eks
trakcije koncentrovanim etanolom, bakra 
i mangana nakon pet, a moma i olova na
ken deset casova. 

Pro polis je prirodni produkt-smola, koju pcele sakupljaju sa raznog drveca i 
drugog bilja , a koriste ga za zastitu svojih kosnica. Sastoji se od smole, voska, masnih 
materija, Ilavonoida, fenola, terpenoida, sreroida, organskih kiselina, enzirna, vitam i
na, minerala i drugih sastojaka (1) . Predstavlja pornocno lekovito sredsrvo u profilaksi 
i terapiji raznih bolesti. Smatra se da propolis povecava otpornost prema infekcijama. 
Poseduje jako antimikrobno delovanje. Narocito se ceni u narodnoj medicini u lece
nju raznih koznih oboljenja, psoriaze, stafiloko knih infekcija, U lecenju opekotina, kod 
infekcija gornjih disajnih puteva, viroza i dr. (1, 2) . Rezultati ispitivanja hemijskog sa
stava propolisa (3,4) su doprineli da se utvrde aktivne komponente odgovorne za anti
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mikrobno i antioksidativno delovanje (5), sto je sa druge strane rezultiralo i upotre
born propolis ovih preparata u zvanicnoj medicini. Zadnjih godina se sa posebnorn 
paznjorn ispituje njegova citostatska aktivnost (6, 7, 8). 

Propolis se najcesce koristi u vidu etanolnog ekstrakta pripr ernljenog u raznim 
koncentracijarna (10, 20, 25 ili 30%). Sadrzaj pojedinih aktivnih kornponen ata u pro
poiisovim ekstr aktima nije dovoljno ispitan, verovatno zbog komple ksnog sasta va pro
poLisa koji doprinosi slozeriosti njegovih ekstrukata. 

Odredeni autori su potencirali vaznost mineralnog sastava propolisa i povezanost 
prisusrva odredenih mikroelernenata sa odredenim efektima propolisa (9). Take je 
istaknuto da je bioloska aktivnost mnogih mikroelemenata povezana sa njihovorn si
nergist ickom akcijom sa enzimima i vitaminirna. Prisustvo mikroelernenata u pro
polisu i drugim pcelinjim proizvodirna , uopste, povecava vrednost tih proizvoda zbog 
uticaja mikroelemenata na metabolicke i fermenta tivn e procese u organizmu i do
prinosa kojeg mikroelementi irnaju u tretmanu anernij a, prevenciji arterioskleroze, 
povecanju irnuniteta , u gerontologiji i dr. Sadrzina pojedinih makro i mikroe lernenata 
u propolisovim ekstraktima je, do sada, ispitivana u etanolnirn ekstraktima propolisa 
nernackog i poljskog porekla (10, 11). 

Produzavajuci ispitivanja makro (12) i rnikroelemenata (13) u propolisu makedon
skog porekla, ciIj ovog rada je ispitivanje sadrzaja odredenih makro i mikroelemenara 
u etanolnim i vodenim ekstraktima propolis a i uticaja duzine ekstr akcije na sadrzinu 
pojedinih elemenata. 

EKSPERIMEN"TALNI DEO 

Uzorci propolisa su sakupljeni u okolini Skopja-uzorak A i Kumanova-s-uzo
rak B. Homogenizacija je izvrsena mlevenjern uzoraka u laboratorijskom mlinu i me
sanjern dobijenog praskastog produkta u tarioniku. Ovako pripremljeni uzorci su cu
vani u plasticnirn kesama, u frizideru, 

Mineralizacija propolisa
 

Primenjena su dva postupka mineralizacije-e-vlazni i suvi, koji su izvedeni na pretho

dno opisani nacin (13) .
 

Odredivanje distribucije Cu, Mn, Pb, Ni i Cr 

Odredena kolicina propolisa (uzorak B) je zagrevana u porcelansko j zdeli, na vode
nom kupatilu na ternperaturi od 50°C, 30 min. Rastopljeni vosak i masne rnaterije su 
separirane jednostavnim dekantiranjern. Dobijene Erakcije "Cistog propolisa" i "vo
ska" su ispitane na sadrzinu Cu, Mil, Pb, Ni i Cr. 

Mineralizacija je izvrsena suvim postupkorn na nacin kako je postupljeno i sa uzor
cima propolisa . 

Priprema ekstrakata 

Ekstrakti propolisa su pripremljeni sa 96% etanolom, 70% etanolorn i vodorn. 10g 
propolisa (uzorak A) je mesano sa 100ml ekstrak tivu og sredstva u erlenmajeru sa s11

16 



fom na magnetnoj rnesalici u trajanju od eet iri casa . Nak on toga je izvrseno Iiltriranje 
u odmerni sud ad 100 mI i dopunjeno je do marke odgovarajucim solventom. 

Ekstrakti "Cistog propolisa" su pripremljeni rnesanj ern 5 g uzorka sa 50 rnl %% 
etanola na isti nacin kako je gore opisa no. Vreme ekstrakcije je menjano ad 1, 2, 5 i 
10 Casova do 10 dana. 

Ekstrakti od .voska'' su pripremljeni u traj anju od jednog casa. 

Mineralizacija ekstrakata 

Ekstrakti propolisa su upareni do suva , a potom mineralizovani vlaznim postupkom, 
na nacin kako je postupljeno i sa uzorcima prapolisa . Za odr ed ivanje Ca, Mg, Na, K, 
Fe i Zn uparena je i mineralizovano po 1 ml od svakog ekstrakt a, a dobijeni mineraIni 
ostatak je rasrvoren u 100 ml 4% rastvora azotne kiseline. Za od redivanje Cu i Mn 
dobijeni mineralni ostatak nakon rnineralizacije 1ml eks takta je rastvoren u 10 m! 4% 
rasrvora azo tne kiseline, a za odredivanje Pb, Cd , Co, Ni i Cr osta tak od rnineralizacije 
50 m! ekstrakta je rasrvoren u 10 ml 4% rastvor a azotne kiseline. 

Dobij eni rastvori su upotrebljeni za dir ektno citanje kan centracije ispitivanih ele
men ata met odorn plarnene atomske apsorpcione spe ktrometrije (AAS ). 

U ekstraktirn a, pripremljenim od "Cistog propolisa " i .voska" , kon centracija Cu, 
Mn, Pb, Ni i Cr je odrec1 ena direktno, bez prethodnog mineralizir anja, metodom elek
tr oterrnicke atornske apsorpcione spektrametrije (ETAAS). 

Odredivanje elernenata 

Za odredivanje makra i mikroelemenata u propoiisu i propolisovim ekstrakt ima, ko
riscen je atoms ki apsorpcioni spek tro fotornerar Perkin -Elmer Model 370. Kao gas 
za sagorevanje upotrebljena je sm esa acetilen-vazduh, Instrumentulni pararnetri za 
odre divanje Ca, Mg, K, Na, Fe, Zn, Cu, Mn, Pb, Cd , Co, Ni i Cr su prik azani u 
tabeli 1. 

Tabela I. lnstr , pa ramo za od reciva nje Ca. :vIg, K \'a . Fe , Zn, Cu. Mn. Pb. ce, Co. \'i i Cr rnetodorn .-\.-\5 
Tahl e I. [nstrum. param ofor Ca. :vIg, K \'a. Fe, Zn. Cu, :vIn. Pb. Cd. Co..'\i and Cr det e rmin a tion by .-\.-\5 

Elernenat Talasna dui ina [nm I Pro ce p [nrn ] Scruja lampe [mAl 
Element Wavelen ght [nm I Slit [rim] Lamp curre nt [mAl 

Ca ~22 .7 0.7 15 

:vIg 285,0 0.7 6 

K 766.5 2.0 12 

\'a 589.0 0.7 3 
Fe 248.3 2.0 30 

Zn 213.9 ').7 15 
Cu 324.7 0.7 15 

\ 1n 279.5 0.7 10 
Pb 383,3 0.7 10 
Cd 228.8 0.7 ~ 

Co 2~ 0.7 0.2 30 
:'<'i zsz.o 0.7 25 

Cr 357.9 0.2 10 
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Elernenti Cu, Mn, Pb, Ni i Cr su odredeni u pr opolisu B i ekstraktima od ,,6 
sto g propolisa" i .vos ka" prim enom elek trote rmic ke at omske apso rpcio ne spektro rne
trije (ET AAS), kor iscenjern atornskog apso rpcionog spek trofoto rne tra Perkin-Elmer 
M od el 303 opre mljenog sa deuteri jumovim background kore kto rom i grafi tnom peci 
H GA-72. Instrurnentalni pararnetri Z3 od re divanje Cu, Mn, Pb, Ni i Cr su da ti u 
tab e li II. 

Tabela II. Instrumenta lni pararnetri za odredivanje Cu. Mn, Pb . Ni i Cr metodom ETA-A.S 
Table II. Instrumen tal parameters for Cu, Mn, Pb. ~i and Cr de te rmi na tion by ETA..-\S 

Pararnetri Cu Mn Pb ~i Cr 
Paramete rs 

T alasna dui ina . nm 
Wa velenght. nrn 324.7 279.5 383,3 232.0 358.0 

Procep, nm 
Slit. nm 

0,7 0.7 0.7 0,7 0.2 

St ru ja lampe , rnA 
Lamp curre nt . rnA 

15 10 10 25 10 

Susenje, Dry 

Temperatu ra, ° C 
Tempera ture . °C 

120 120 120 120 120 

Vre rne. s 
Time. s 

30 30 30 30 30 

Vrernenski razrnak, s 
Time ramp , s 

2 2 

Zarenje, Char 

Temperatu ra, °C 
Tempe rat ure. °C 

noo 1300 550 900 1300 

Vre rne , s 
Time. s 

30 30 30 30 30 

Vre me nski razma k. s 
Time ramp . s 

Atornizacij a, Atomize 

Tempe ra tura. °C 
Tempera ture . ° C 

2500 2500 2100 2400 2400 

Vre rne. s 
Time. s 

5 5 5 5 5 

Vrernenski razruak. s 
Time ramp. s 

o o o o o 

Ciscenje, Clean ing 

Temperatura . °C 
Temperature. °C 

2700 2700 2700 2700 2700 

Vreme. s 
Time. s 

5 3 3 3 3 

Vrernen ski razrnak, S 

Time ramp . s 

Gas Argo n Argon Argon Ar gon Argon 
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REZULTATI r DISKUSIJA 

Makroelernenti Ca, Mg, K, Na, Fe i Zn su u ispitivanorn uzorku propolisa A prisu
tni u sledecim koiicinam a: 2.076,6 za Ca; 348,0 za Mg; 602,0 za K; 280,0 za Na; 580,6 
za Fe, l 544,7 za Zn, ,ug/g . Elern eut i Cu, Mn , Pb, Cd., Co, Ni i Cr spadaju u grupu 
mikroelem en at a i u ispitavanom uzo rku pro polisa pri sutni su U sledec im kolicinarna: 
11,1 za Cu; 24,0 za Mn ; 8,8 za Pb ; 0,4 za Cd ; 0,7 za Co; 2,0 za Ni, i 6,6 za Cr,_,ug/ g 
(tabela III). 

Tabela II I. Sadrzi ne rna kro i mik ro eleme na ra u pro polisu i propo lisovi m eks traktirua , od rede ne 
aro rnsko m apsorpcionorn spe ktrorn etrijoru 
T a b le !II. Con tents of macro and rnicroe lernen ts in propol is and pro pol is extra cts. de te rmi ned by 
atomic abso rp tio n spe ct ro met ry 

Elernen at Propol is Ekstrakt 1 Ekstrakt 2 Ekst rakt 3 
Elemen t Pro polis Extract 1 Ext ra ct 2 Extract 3 

u rri u .u g/ cm) %extr. " ,ag/em,) 0/0ex tr." J'g/em] o/c extr." . "' 0 
Cd 2076.6 14.1 6.8 l8.3 8.8 13.3 6.4 
:Vlg 3-18.0 3.6 10.3 2.2 6.3 3.0 8.6 
K «a.: 7.9 13.1 16.6 27.5 7.3 \2.1 
'\a 280,0 7.7 27.5 4.6 16.4 7,3 26.1 
Fe 580.6 12.1 20.8 l.4 2.4 6.6 1.0 
Zn 544.7 3.3 6.1 1,5 2.8 3.4 6.2 
:YIn 24.0 0.4 16.7 0.5 20,8 
Cu 11.1 0.3 27.0 0,3 27,0 0.1 9.0 
Pb 8.8 0.02 2.3 0.2 22.7 0.06 6.8 
Cr 6.6 0.05 i .6 0.Q4 6.1 0.Q2 3.0 
Cd 0,4 0.007" 17.5 0.003' , 7.5 0.01" 25.0 
Co 0.7 0.009" 12.8 0.006 " 8.6 0.006" 8.6 
:"i 2.0 0.05 25.0 0.03 15.0 0.04 20.0 

" kolicina elernenta koja je eks t ra hovana izrazena kao pro cen at oct koli cine koja je od re dena u propo lisu 
the amo unt of dement in the extract counted as % of tha t e le me nt in propol is 

" od redeno sa ET,-\AS: 1. 2 i 3--ekst ra kti pr ipremljeni sa 96% e ta no lo rn. iO% et a no lorn i vodorn 
determ ined by ET A'\S: 1. 2 and 3--ext ract ion with 96% etha no l. iOO/O et ha no l and wa te r 

Rezultati odr edivanj a distribucije nekih mikroelemenata pokazuju da se CU, Mn, 
Pb, Ni i Cr velikirn delorn (97,6- 99,8% od koiicine koja je odre dena u propolisu) 
nalaze u "Cisto m" propolisu, dok se u ,;vosku" nalaze uglavnorn tragovi ovih elerne
nat a (0,2-2,4%) (tabela IV). Ovako mala kolicina mikroelernen at a u frak ciji .voska" 
moze da se objasni time sto, verova tno jednostavnim dekantiranjem rastopljenog vo
ska i rnasnih rnaterija nismo uspeli potpuno razdvojiti ove dye fra kcije. Tako srno 
dobili da je ,,\'osak " prisutan u kolicini od 10,56% (tabela IV), a u literaturi pod aci 
govore 0 vecoj zastupljenosti ovih materija (1) . Sa druge str ane, dobro je poznato 
da se miner ali u vos ku i masnim materijarna obicno nalaze u vrlo malim kolicin arna, 
pa su dobije ne vrednos ti ocek ivan e. Razdvajanje propolisa na opisani nacin je jedno
sta vno, a primenjeno je u cilju prover avanja kolicine ispi tivanih rnikroelernenat a koja 
se odvajanjem voska moze zan emariti. Uk oliko se razdvoje vosak i masne mater ije 
proces mineralizacije postaje jednostavniji i kraci. 
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Tabel a rv. Dist ribucija Cr. Mn. .'ii . Cu i Pb u propolisu odredena ETA...-\S
 
Tabl e rv. Distribut ion Cr. Mn, :'-ii. Cu and Pb in propo lis det ermined by EL\AS
 

Frakcija Cr N1n Ni Cu Pb 
[%] 

Fraction 
wjfig. g-l 

"Cis t pro polis" 
89,44 2,69 4,86 1,63 23,02 4,90 

"Pure propolis" 

.Vosak" 
10,56 0,03 0,16 0,20 1,41 1,03

"Wax" 

Propolis 
100,00 2,41 4,37 1,48 20,72 4,49 

Propolis 

Cr Mn Ni Cu Pb 
[%1 [%J [%] [%1 [%] 

"Cist propolis" 
99,8 99,S 98,5 99,4 97,6

" P ure propolis" 

.Vosak" 
0,2 0,5 1,5 0,6 2,-+

"Wax" 

w--masena koncentracija
 
"~m ass concen tration
 

Rezultati odre divanja makro i mikr oelernen at a u prop olisovim ekstraktima PO 
kazu ju izne nadujuce nizak srepen koji je za svaki ispitivani element ispod 30% od 
kolicine koja je za ispitivane elemente odre de na u propolisu (tabela III) . U ekstra
ktim a koji su pripremljeni sa 96% etanolom elementi Na , Mg, Fe, Cu, Cr , Co i Ni 
se ekstrahuju u kolicinama od 7,6 do 27,5% . Kalijum i olovo se bolje ekstrah uju sa 
70% etan o lorn (27,5 i 22,7%), dok se najvece kolicine Mn i Cd ekstrahuju sa vodom 
(20,8 i 25,0%) . Koncentracije isp itivanih elerne na ta u ekstraktim a koje su prik azane u 
fi gjcm' su, kao sto se iz tabele III vidi, veorna niske . Uk oliko bismo etanolni ili vodeni 
e kstrak t propolisa koristili kao rnineralni pro izvod, ekstrakcija elemenata bi morula 
biti veca. U nasern radu smo najbolje rezultate dobili prim enom %% etanola. Za to 
smo u cilju poboljsanja srepena ekstraktivnosti ispitali kako na ekstrakciju odred enih 
mikroelemenata mice-vreme ekstrakcije. Iz rezultata prikazanih u tabeli V vidi se da 
se vee posle jednog sata ekstrahuje maksimalna kolicina nikla, koja se ne menja ill 
nakon deset dan a, a predstavlja same 14,11% od kolicine koja je za Ni odredena u 
"Cistom propolisu": Mn i Cu dostizu maksimum ekstrakcije oakon pet, a olovo i hrom 
oakon deset casova, U oba slucaja maksim alne kolicine koje se ekstrahuju su niske i 
za Cr iznose 5,39%, za Cu 9,94%, za Mn 13,2% , a za Pb 22,24%. 

Uporeduju Ci dobij en e rezultate sa rezultatirn a iz literature (10, 11), pr ime cuju se 
odredene razlike. Scheller i sar. (10) su spektra ln om an alizom odre dili cia se u etanol 
nom ekstraktu propolisa elementi Cd, Mn , Pb, Ni, Zn i Cr nalaze u koncentraciji od 
0,001%, za Fe oko 0,005% , a za Mn, Ca i Na izmedu 0,01 i 0,07%. U odnosu na nase 
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Tabela V. Sadriaj Cr, :"In, :\i , Cu i Pb u ekstrakri rna pripremljen im od ,,i':iSlOg pro polisar / .,vos ka ".
 
od reden ETAAS
 
Table V. Contents of Cr. Mn. :\i. Cu an d Pb in ext rac ts prepared from "p ure pr opol is' 'j' 'via x'' ,
 
determined by ETA-\S
 

Elern e nat 
El ement 

EKSTRAKTI 
E X T R A C T S 

1 h 
! h 

2h 
2 h 

ad .,cis tOg propolisa 
from "p ure propol is ' 

5h IOh 
5h 10h 

10 dana 
to da ys 

ad ..voska: 
from "w ax" 

! h 
1 h 

Cr [,ug/100 crrr'] 
0C ekstr akcije 
Cfc of ex traction 

1,30 

-1 .72 

! ,40 

5.05 

1,45 

5,39 

1.50 

5.72 

1.50 

5.72 

0. 10 

26.60 

"In [/tg/100 ern"] 
% ekstrakcij e 
<::;, of extraction 

-1.1 0 

8.-1-1 

4.60 

9.46 

6.40 

13.20 

6,40 

13.20 

6.40 

!3.20 

0.40 

24.40 

:\i Lu g/ !OO em ]j 

% ekstrakcij e 
% of extract ion 

2,30 

!-I.I 0 

2.30 

!4,10 

2,30 

[HO 

2.30 

14,10 

2.30 

14.10 

l.00 

50.00 

eu Lug/l 00 crrr'] 
% ekstrakcije 
0/0 of extrac tion 

15 .60 

6.78 

20,70 

8.98 

23040 

9.94 

23.40 

9,94 

23.40 

9.94 

6.60 

57.90 

Pb Litg/100 em ] J 

<'10 ekstra kcije 
% of ext ra ctio n 

9.00 

!8.3 7 

9.60 

19.59 

10.90 

2:2.2-1 

10.90 

22.:24 

l.20 

11.56 

rezult ate vrednosti za koncentracije ovih elerrienata prema Schelleru i sar. (10) su 
daleko vece i ukazuju na vecu ekstraktivnost elem e nata, iako u radu nije opisa na pre
cedura izrade ispitivanog etano lnog ekstrakta, U etanolnirn ekstraktima priprern ljenim 
od uzoraka nerna ckog i poljskog pr opolisa Scheller i sar. (11) su neutronskorn aktiva
cion om iX-ray protonskom ak tivacionorn analizo m odredili Na, Fe, Zn, Cr , Co, Ag, 
Rb , Br, Se, Hg i Cs. Prik azani rezultati se dosta razlikuju od nasih , vero vatno zbog 
razlika u sast avu pro po lisa, u razliCitim procedurama pripreme ekstrakata, razlicitoj 
osetijivosti primenjenih analiti ckih me toda i dr. 

DETE R:VfINATION OF SOME lv1A.CR O AN D MICROELEMENTS
 
'EN PR OPOLIS Al'\iD ITS ETHAt'iOL A>m WATER EXTRACTS
 

BY ATOMIC ABSORPTION SP E CTRO MET RY
 

Svetlana Kulevano va" , Trajce Stafilov'
 
1Institute of Pharmacognosy, Fa culty o f Pharmacy, Skopje, Macedonia
 

2Institute of Chemistry, Faculty of Science, Skopje, Macedonia
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Summary 

Contents of some macro and microelernents in Macedonian propolis and its ethan 
ol and water extracts were determined by atomic absorp tion spectrometry. A. distri 
bution of Cu, Mn, Cr , Ni and Pb in propolis was exa mined as we U as the influence of 
the duration od extraction of the contents of thes e microelements in pro polis ethanol 
extracts. In Maced onian pro polis Ca, Mg, K, Na, Fe and Zn are present as macro 
while Mn, Cu, Pb, Co, Cd, Ni and Cr are present as micr oelements. The amounts 
of the examined elements that wer e achieved in propolis extracts were unde r 30% of 
their contents in propolis. Largest amounts of Cu, Na , K, Co, Pb, Cr and ~i were 
extr ac ted (27.0, 27.5, 27.5, 12.8, 22.7, 7.6 and 25.0% of their cont ents in prcpo lis, re
spec tive ly) in the propolis extracts prepared with 96% or 70% etha nol, while the best 
extr action s of Na, Mn , Zn and Cd were in pro po lis water extract (26.1, 20.8, 6.2 and 
25.0% of their contents in propolis, respe ctively). Maximum extraction for Ni was 
ob ta ined after 1 hour, for Mn and Cu afte r 5 hours and for Cr and Pb after 10 hours . 
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