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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Klara Markov, naslova

ANTIBAKTERIJSKI UCINAK PROPOLISA

Covjek veé tisuéljeéima koristi propolis u farmaciji, veterini, medicini i prehrambenoj
industriji, a odnedavno postoje nastojanja da ga se primijeni i u kontekstu suzbijanja biljnih
patogena. Povecanjem potroSnje svjeze hrane, simultano raste i problem njene kontaminacije
bakterijama patogenim za ljude. Jacanjem ere ekoloSkog osvjeséivanja, provode se brojna
istrazivanja antibakterijskog, antivirusnog i antimikotickog ucinka raznih prirodnih tvari.
Uslijed smanjenja izbora konvencionalnih kemijskih pripravaka za zastitu bilja, ali 1 ¢injenice
da prisutni prokariotski patogeni postaju otporni na mnoge aktivne tvari, potrebno je
razmotriti alternativne, ekoloski prihvatljive opcije za tu namjenu, medu ostalima i propolis.
Dodatno, sposobnost ove kompleksne prirodne tvari da aktivira obrambene mehanizme
biljaka, vrlo je obecavajuca.

Kljuéne rije€i: zastita bilja, fitomedicina, fitopatogene bakterije, biolosko suzbijanje



Summary

Of the master’s thesis — student Klara Markov, entitled

Antibacterial effect of propolis

Man has been using propolis for thousands of years in pharmacy, veterinary medicine,
medicine and the food industry. Recently there have been efforts to apply it in the context of
controlling plant pathogens. With the increase in the consumption of fresh food, the problem
of its contamination with bacteria pathogenic to humans also grows simultaneously. By
strengthening the era of environmental awareness, numerous researches are being conducted
on the antibacterial, antiviral and antimycotic effect of various natural substances. Due to the
reduction of the choice of conventional chemical preparations for the protection of plants, and
the fact that the prokaryotic pathogens present are becoming resistant to many active
substances, it is necessary to consider alternative, ecologically acceptable options for this
purpos, such as propolis. Additionally, the ability of this complex natural substance to activate
plant defense mechanisms is very promising.

Keywords: plant protection, phytomedicine, phytopathogenic bacteria, biocontrol



1. UVOD

Biljne bolesti uzrokuju znatne gubitke u biljnoj proizvodnji i skladistenju. Ovih dana,
uzgajivaci se jos uvijek uvelike oslanjaju na kemijske pesticide za sprjecavanje ili suzbijanje
ovih bolesti. Medutim, visoka ucinkovitost i jednostavnost koristenja tradicionalno prisutnih
kemijskih pripravaka za zaStitu bilja moze rezultirati zagadenjem okoliSa i1 prisutnoscu
ostataka pesticida u hrani, $to za posljedicu ima razne socijalne i ekonomske probleme.
Prilikom sve viSe izraZzenih zahtjeva potroSaca da se smanji upotreba kemikalija, znanstvenici
su krenuli u potragu za novim, alternativnim metodama zastite bilja.

Pcele postoje ve¢ 125 milijuna godina i njihov evolucijski uspjeh im je omoguéio da
postanu vjecne vrste koje mogu iskoriStavati gotovo sva staniSta na Zemlji. U ekosustavu
imaju jednu od najvaznijih uloga, te osim §to opraSuju biljke, proizvode med, vosak, otrov,
pelud, mati¢nu mlije€ i propolis.

Propolis je poznat u narodnoj medicini od davnina, no zadnjih godina privukao je veliku
pozornost u prehrambenoj industriji jer sadrzi razna povoljna bioloska svojstva. Sada se
nasSiroko koristi u hrani i pi¢ima, uz tvrdnju da moze ocuvati ili unaprijediti ljudsko zdravlje.
Iako moze biti razli¢itog kemijskog sastava, propolis uvijek ima djelovanja kao $to su
antibakterijsko, antifugalno, antivirusno, antiparazitsko, protuupalno, antiproliferativno i
antioksidativno.

Naime, raznim istrazivanjima dokazan je pozitivan uc¢inak protiv humanih i animalnih
bakterija zbog ¢ega se namece pitanje djeluje li jednako i na fitopatogene bakterije.

Europski zeleni plan je ideja oporavaka prirode u Europi do 2050. god., $to ukljucuje
plan za smanjenje upotrebe pesticida do 2030. god. za 50%. Ovom strategijom Zeli se
doskociti staromodnim nafinima suzbijanja Stetnih organizama i primorati poljoprivrednike
na provodenje integrirane zaStite bilja. Takav nacin zaStite bilja ukljuCuje prije svega
koristenje alternativnih, ekoloski prihvatljivih nacina za suzbijanje, dok se pesticidi smiju
koristiti tek kao krajnja mjera.

Uloga propolisa kao sredstva za zastitu bilja i parcijalne alternative primjeni pesticida je
novo i jo$ nedovoljno istrazeno podrudje.

1.1. Cilj rada

Cilj rada je bio prouciti dostupnu literaturu, u smislu znanstvenih i strué¢nih radova, 0
antibakterijskom uc¢inku propolisa, s naglaskom na vrste bakterija koje su poznati patogeni ili
kontaminanti biljaka. 1z literaturnih podataka prikazati za koje bakterije bi se moglo
pretpostaviti da bi se najuspjesnije mogle suzbijati pomoc¢u propolisa i njegovih ekstrakata.
Ujedno, napraviti pregled suvremenih znanja i rezultata istrazivanja u ovom podrucju te ih
time uciniti dostupnim §iroj zainteresiranoj javnosti.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Integrirana zastita bilja

Od Drugog svjetskog rata, pesticidi imaju znacajnu ulogu u nastojanju da se osigura
obilje hrane po pristupa¢nim cijenama. No, u novije vrijeme javnost je zabrinuta zbog rezidua
raznih pesticida koje ostavljaju tragove u hrani i mogu stvarati problem oko sigurnosti hrane.
Samim tim sve je veéi pritisak na prehrambenu industriju. Kriti¢no pitanje s kojim se trenutno
suocavaju je kako kontrolirati StetoCine i bolesti uz manju upotrebu pesticida (Bolkan i
Reinert 1994).

Osnivanjem Medunarodne organizacije za biolosku 1 integriranu zaStitu u Antibesu
(International Organisation for Biological and Integrated Control, IOBC) prvi put se
spominje pojam integrirane zastite bilja (1ZB). Znanstvenici ukljuceni u organizaciju istrazuju
probleme u poljoprivredi izazvane otpornoscu $tetnika na postojece insekticide, prisutno$éu
velikih populacija Stetnika i nemoguéno$éu njihova suzbijanja, unato¢ velikom broju
tretiranja. Smatra se da je neracionalna upotreba pesticida poremetila ravnotezu prirodnih
neprijatelja i pogodovala razvoju Stetnih organizama (Bari¢ 2014).

Prokopy (2003) je definirao integriranu zastitu bilja (eng. Integrated Pest Management,
IPM) kao ,,proces temeljen na odluci koji ukljucuje koordinirano koristenje visestrukih taktika
za optimizaciju suzbijanja svih klasa Stetocina (insekata, patogena, korova, kraljeznjaka) na
ekoloski i ekonomski ispravan nacin®. Takoder Bazok i sur. (2014) navode kako je 1ZB ,,ipak
Cesto specificna za pojedinu Stetnu vrstu, a temelji se na dobrom poznavanju zZivotnog ciklusa,
ekologije i vrste Steta koje Stetnik uzrokuje*. Dugoro¢no, ovaj pristup ima za cilj smanjiti
upotrebu pesticida, osigurati ustede za poljoprivrednika i zastititi ljudsko zdravlje i okolis.
Izraz ,integrirani“ podrazumijeva ukljuéivanje prirodnih neprijatelja 1 donoSenje
kompatibilnih, neometajucih taktika koje ¢e saCuvati ove agense (Ehler 2006).

U Republici Hrvatskoj (RH) su Odrzivi razvoj poljoprivrede i Integrirana proizvodnja
definirani u Zakonu o poljoprivredi iz 2009. god. (NN 2009), dok je 2012. god. na snagu
stupio Pravilnik o uspostavi aktivacijskog okvira za postizanje odrzive uporabe pesticida (NN
2012). Nastavno na to, u travnju 2022. god. donesen je Zakon o odrzivoj uporabi pesticida
(NN 2022) u kojem se nekemijske mjere definiraju kao: ,,zamjena kemijskim mjerama za
zastitu bilja i suzbijanje Stetnih organizama, koje se zasnivaju na agrotehnickim, fizikalnim,
mehanickim, biotehnickim i bioloskim mjerama suzbijanja Stetnih organizama®. Svrha ovog
Zakona je postizanje odrzive upotrebe pesticida, smanjenje rizika 1 negativnih ucinaka
pesticida te istovremeno osiguravanje visoke razine zastite zdravlja ljudi 1 Zivotinja, zaStite
okolisa i o¢uvanja bioraznolikosti te uvodenje obavezne primjene temeljnih nacela integrirane
zastite bilja.

U mnogim zemljama klju¢nu ulogu u zastiti bilja imaju upravo sinteticki pesticidi i
ostale agrokemikalije. Sve to dovodi do akumulacije pesticida i njihovih metabolita u
ekosustavu i posljedi¢no do poremecaja duz hranidbenog lanca. S velikom koli¢inom rezidua
pesticida, poljoprivredni proizvodi gube primarnu vrijednost te postaju opasni za ljudsko
zdravlje, ali 1 tretirani ¢imbenik s vremenom gradi svoju rezistentnost Sto dovodi do
pojacavanja problema u suzbijanja (Patyka i sur. 2016). U usporedbi sa sintetickim



pesticidima, prirodni proizvodi trebaju imati prednost jer su jednostavni za koriStenje i
netoksi¢ni, $to je i glavna motivacija za procjenu djelovanja ekstrakta propolisa. Propolis i
druge biljne pripravke treba koristiti pojedinac¢no ili integrirano s drugim strategijama
suzbijanja, kako bi prevladali izazove povezane s upotrebom sintetickih pripravaka za zastitu
bilja (Ajao i sur. 2020).

Razne alternativne metode suzbijanja obi¢no se temelje na dobivanju ekstrakta odredene
biljke ili tvari koji pokazuju sposobnost inhibicije uspostave zaraze. Medu moguéim
upotrebljivim materijalima su ekstrakti propolisa, jer imaju visok potencijal da posjeduju
antimikrobno, antifungalno, antioksidativno, antivirusno i antiprotozoalno djelovanje
(Guginski-Piva i sur. 2015).



2.2. Fitopatogeni organizmi

Negativne posljedice u slucaju intenzivne poljoprivrede zasluzuju posebnu paznju.
Procijenjeno je da u trenutnim uvjetima na planetu ima oko 30 000 vrsta korova, 10 000 vrsta
Stetnih insekata i drugih ¢lankonozaca, 3 000 vrsta nematoda, 120 000 vrsta gljiva, 600 vrsta
patogenih virusa i 100 vrsta fitopatogenih bakterija (Patyka i sur. 2016).

Fitopatogeni organizmi, kao S$to su mikrogljive, virusi i bakterije, zajedno s
¢imbenicima Kkoji uzrokuju abioti¢ki stres, uklju¢uju¢i degradaciju okolisa, klimatske
promjene i kemijsko onecis¢enje, predstavljaju globalnu prijetnju poljoprivrednoj proizvodnji
hrane te u poljoprivrednoj industriji uzrokuju godisnje diljem svijeta gubitke od preko jedne
milijarde dolara (Martins i sur. 2018).

2.2.1. Fitopatogene bakterije

Patogenu sposobnost bakterija na biljkama prvi je prepoznao Burrill jo§ u 19. stoljecu
kada je otkrio da palez jabuke i kruske uzrokuje bakterija. Ova je bakterija kasnije
identificirana kao Erwinia amylovora. Jednom kad je utvrdeno da su i bakterije uzro¢nici
biljnih bolesti, otkrilo se mnogo vise bakterijskih biljnih bolesti koje su detaljno proucavane,
paralelno s pokusavanjem pronalaska mjera za njihovo suzbijanje.

Medu razli¢itim rodovima bakterija, poznato je da ima onih rodova koji sadrze
fitopatogene vrste bakterija. To su npr. rodovi: Agrobacterium (uzrokuju tumore na biljkama),
Ralstonia (uzrokuju venuce), Pseudomonas, Xanthomonas i Pantoea (uzrokuju pjegavost
listova, plamenjacu, rak i venuce), Corynebacterium tj. Curtobacterium (uzrokuju pjegavost
listova, pjegavost plodova i venuce), Erwinia tj. Dickeya (uzro¢nici meke trulezi ili venuca).
Danas se procjenjuje da je vise od 180 biljnih bolesti uzrokovano bakterijama (Borkar i
Yumlembam 2016).

Bakterije uzrokuju bolesti biljaka diljem svijeta. Ovi organizmi utjeCu na razliite
biljke, koloniziraju¢i njihovu povrsinu ili tkiva. Uzrokuju raznolike simptome, kao S§to su
pjege, nekroze, rak, truljenje tkiva i/ili hormonske neravnoteze koje dovode do prekomjernog
rasta biljke, zaostajanja u rastu, grananja korijena ili epinastije listova. Takvi problemi utjecu
na biljke na kvalitativnoj 1 kvantitativnoj razini, negativno utjecuci na globalne zalihe hrane.
Bakterioze biljaka uzrokuju razorne Stete u usjevima i znacajne ekonomske gubitke (Martins i
sur. 2018). Bakterije imaju jako veliki infektivni potencijal koji nastaje u kratkom vremenu
zato $to se one umnozavaju dijeljenjem, tako da od jedne bakterije, pri optimalnim uvjetima, u
roku od 24 sata nastane vise od 17 milijuna novih jedinki. To objasnjava pojavu iznenadnih
epifitocija (poput pandemija). Sve fitogene bakterije su endoparaziti Sto znaci da se nalaze
unutar biljke, zbog ¢ega se teSko suzbijaju kada se uspostavi zaraza.

Kada govorimo o patogenim bakterijama uz njih najées¢e vezemo pojam antibiotika. To
je najuspjeSnija skupina lijekova za lijeCenje ljudi, Zivotinja i biljaka. Pretjerana uporaba
antibiotika i sve veéa otpornost mikroorganizama na antibiotike, uzrokovana genetickom
sposobno§c¢u bakterija da steknu otpornost i prenesu je na svoje potomke, postao je ozbiljni
globali problem (Bic¢ani¢ 2020). Mnoge su fitopatogene bakterije stekle otpornost na pesticide
ali i na neke antibiotike, kao $to su ampicilin i penicilin (Almasoudi 2013). Otpornost



mikroba na antibiotike zadnjih godina postala je velika prijetnja zdravlju diljem svijeta
(Freitas 1 sur. 2022). O’Neill (2014) je procijenio da ¢e tijekom sljede¢ih 30 godina, daljnji
porast otpornosti bakterija na antibiotike rezultirati s 10 milijuna preuranjenih smrti godisnje.
Ako otpornost mikroba na lijekove ne oslabi, svjetski BDP ¢e se smanjiti za izmedu 2 1 3.5 %,
uzrokujuéi ekonomski gubitak izmedu 60 i 100 milijardi USD do 2050. god.

Sukladno s tim, izravna je potreba za trazenjem novih, jeftinih, u¢inkovitih i netoksi¢nih
prirodnih tvari s antibakterijskim svojstvima, kod kojih postoji manja vjerojatnost da ¢e na
njih bakterije razviti otpornost. KoriStenje prirodnih spojeva jedna je od novih metoda
suzbijanja Stetnika i biljnih bolesti (narocito u cilju proizvodnje organskih proizvoda). S
obzirom na velike Stete koje fitopatogene bakterije uzrokuju u poljoprivredi, ¢ini se da je
njihovo suzbijanje prirodnim tvarima neophodna strategija (Nashveh i sur. 2018).



2.3. Propolis

Propolis je prirodna tvar koju pcele sakupljaju s razlicitih biljaka, primjerice topola,
bora, palmi i slicno. Primarna uloga mu je zadrZavanje unutarnje temperature koSnice (oko 35
°C), sprjecavanje utjecaja vanjskih vremenskih uvjeta i invazije predatora (Pasupuleti i sur.
2017). Propolis je izvorno, kao antiseptik, namijenjen za zaStitu pcelinjih zajednica od
mikrobnih infekcija, zbog ¢ega se Cesto naziva i pcelinje ljepilo jer se ujedno Koristi i za
popunjavanje Supljina u stijenkama kosSnice, za smanjivanje ulaza tijekom hladnih dana te za
mumificiranje i eliminaciju uljeza (Basim i sur. 2006).

2.3.1. Identifikacija i terminologija

Rije¢ “propolis” je izvedena iz grékog jezika i dolazi od rijeci ,,pro §to znaci obrana i
rijeéi ,,polis“ $to znaci grad ili zajednica, odnosno drugim rije¢ima — koSnica (Pasupuleti i sur.
2017).

Proizvode ga pcele iz roda Apis, dok drugu vrstu propolisa, geopropolis, proizvode
bezzalCane pcele, tj. rod Meliponini (Przybyltek i sur. 2019). Skupljanje propolisa poznato je
samo kod zapadne medonosne pcele Apis mellifera dok azijske vrste iz roda Apis ne skupljaju
propolis. Vrste iz roda Meliponini ili bezzalane pcele skupljaju sli¢ne ljepljive smolaste tvari
za brtvljenje kosnica i izradu sa¢a. Tijekom jednog leta pcela radilica prikupi priblizno 10 mg
propolisa (Krell 1996). Jedna pcelinja zajednica godiSnje u prosjeku prikupi od 50 do 150 g
propolisa (Kljenak 2017). Skuplja ga vrlo mali broj pcela radilica, uglavnom one koje su za to
specijalizirane. Najées¢e se to odvija prijepodne, izmedu 10 i 15:30 sati, a u jako vruéim
danima mogu se vidjeti pcele kako ga sakupljaju i u 8 h ujutro. Radije ga skupljaju na
sun¢anom myjestu, jer je tamo propolis meksi 1 lakSe se lomi (Meyer, Ulrich 1956).

Zapadna pcela (Apis mellifera L.) skuplja smolaste i balzamske tvari s pupoljaka i iz
pukotina u kori drveéa. Zvadu je ¢ime dodaju u nju enzime sline te se takav, djelomi¢no
probavljeni materijal, mijesa s pcelinjim voskom i koristi u kosnici.

Prema Pravilniku o kakvoé¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda (NN 2000), propolis se
definira kao pcelinji proizvod koji sadrzi smolaste tvari koje pcele skupljaju s pupoljaka
drvenastih biljaka, te svaki propolis koji se stavlja na trziSte mora udovoljavati sljede¢im
uvjetima:

1. mora sadrzavati najmanje 35% tvari koje se ekstrahiraju alkoholom,
2. ne smije sadrzavati katran ni spojeve sli¢ne katranu, odnosno katranske smole,
3. ne smije sadrzavati viSe od 5% mehanickih necistoca ni dijelova pcela,

4. ne smije sadrzavati vise od 30% voska.



2.3.2. Propolis kroz povijest

U podru¢jima prirodne rasprostranjenosti vrste Apis mellifera poznata su brojna
tradicionalna koristenja ove svestrane tvari. Ve¢ su Grei i Rimljani znali da ¢e propolis lijeéiti
kozne apscese, a stolje¢ima je njegovoj upotrebi u medicini posvecivana razliita paznja
(Krell 1996). Ljekovitost propolisa identificirali su jos Galen, Aristotel, Plinije i Dioskorid
koji je u svom glavnom djelu ,,.De materia Medica“ opisao medicinsku upotrebu propolisa:
»zuto pcelinje ljepilo koje je slatkog mirisa i nalik na stiraks, koje je mekano i lako se maze
poput mastike. Izuzetno je toplo, privlacno i dobro je za izvlacenje trnja i iverja, pomaze pri
kaslju i uklanja lisajeve™.

Takoder postoje navodi Pilinija Starijeg u njegovoj knjizi ,,Naturalis historia“:
,Propolis se proizvodi od slatke smole, guscée kozinstencije, sakupljene na biljkama vinove
loze ili topole, kojem se dodaju cvjetni sokovi. Ipak, to se ne moze ispravno nazvati voskom,
ve¢ temeljem saca; pomocu kojeg su svi ulazi zacepljeni, te bi inace mogli posluziti za
propustanje hladnoce ili drugih Stetnih utjecaja; takoder ima jak miris, doista toliko da ga
mnogi ljudi koriste umjesto galbanuma‘ (Bostock i Riley 1855).

Spominje se kako je Hipokrat koristio propolis za lijeenje vanjskih i unutarnjih rana i
¢ireva. Stari Egipcani prikazivali su pcele koje prave propolis na vazama i drugim ukrasima
koje su koristili za ublazavanje mnogih bolesti, za zacjeljivanje rana te za ocuvanje leSeva od
raspadanja. Takoder ucinkovito se koristio za lijeCenje ozljeda tijekom Anglo-burske bitke
kao i u Drugom svjetskom ratu. U Engleskoj i Kini koristen je za lijeCenje rana, zaraza i
karcinoma, kao i u oéuvanju mesa za prehranu. Stari Zidovi smatrali su tzori (hebrejski naziv
za propolis) lijekom. Njegova terapeutska svojstva spominju se u cijelom Starom zavjetu.
Biblijski balzam iz Gileada (hebrejski tzori Gilead) se gotovo ne razlikuje od propolisa. On je
opisan u Bibliji kao dar koji je kraljica dala Kralju Solomonu. U Judeji se 1500 godina
proizvodio oko Mrtvog mora i stekao veliku popularnost zbog svoje arome i ljekovitih
svojstava (Anjum i sur. 2019; Kuropatnicki i sur. 2013).

U ,,Historia Animalium®, u knjizi IX (knjige I-VIII napisao je Aristotel; autor IX knjige
je anoniman), mogu se pronaci sljedeée karakteristike propolisa: ,,Kada im je [pcelama]
kosnica isporucena cista i prazna, grade svoje sace, unoseci sok od Svih vrsta cvijeca i “suze”
ili sokove drveca, kao Sto su vrbe i brijestovi i druga drveca koja daju izlucevine smolaste
konzistencije. Ovim materijalom mazu temelje za zastitu od napada drugih stvorenja; pcelari
0vo zovu "stop-vosak™. Istim materijalom suzavaju i bocne zidove ulaza u kosnicu ako su
presiroki. (...) Na ulazu u kosnicu otvor vratasca je namazan mitysom, ova supstanca je
duboko crna i vrsta je troske ili zaostalog nusproizvoda voska,; ima ostar miris, te je lijek za
modrice i gnojne rane* (Smith, Ross 1910).

Interes za propolis u Euopu se vratio zajedno s renesansnom teorijom ad fontes koja je
vratila zanimanje za anticko ucenje i medicinu. Tako je jo§s 1597. god. John Gerard pisao 0
upotrebi smole ili ljepljive tvari iz pupoljaka crne topole koja se koristi kao ljekovita mast
protiv upale misi¢a, modrica i sli¢no (Kuropatnicki i sur. 2013).

Jo§ ranih 1960-ih godina pokazalo se da je propolis odgovoran za manju ucestalost
bakterija unutar kosnice (Kuropatnicki i sur. 2013).

Osim, sad ve¢ stalne primjene propolisa u medicini i farmakologiji, studije su pokazale
da se propolis moze koristiti u poljoprivredi, posebice u kontroli fitopatogena u usjevima
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rajCice, kave, graha, krastavaca i vinove loze. Njegova uporaba u poljoprivredi je relativno
nova i zahtijeva daljnja istrazivanja te razvoj komercijalnih proizvoda. Medutim, to je
alternativa koja se moze primijeniti u poljoprivredi kako bi se izbjegla neselektivna uporaba
pesticida koji uzrokuju dobro poznate Stete okolisu i ljudima. U poljoprivredi se propolis ne
koristi u sirovom obliku, nego se njegovi spojevi ekstrahiraju kako bi se dobila kona¢na
otopina. Zbog slozenog kemijskog sastava propolisa, neke tvari prisutne u sirovom obliku su
topljive u vodi, ili u alkoholu, ili u oba otapala. Isprva se za dobivanje ekstrakta propolisa
koristila voda. Medutim, zato jer je prakti¢an, a i zbog slabe topljivosti nekih sastavnica
propolisa u vodi, trenutno je najkoriStenije i najucinkovitije otapalo za proces ekstrakcije
propolisa hidroetanol, te je konacni proizvod ekstrakcije etanolni ekstrakt propolisa
(Carvalho, Sorde 2021).

2.3.3. Kemijski sastav propolisa

Budu¢i da je tesko promatrati péele na njihovim izletima u potrazi za hranom, tocni
izvori smola obi¢no nisu poznati. Péele su opazene kako svojim cCeljustima struzu (Slika
2.3.3.1.) zastitnu smolu S cvjetnih i lisnih pupova i zatim ih na straznjim nogama nose u
kosnicu, poput kuglica peludi. MozZe se pretpostaviti da su smole u procesu skupljanja i
modeliranja pomijeSane s nesto sline i drugih izlu¢evina pcela. Sastav propolisa ovisi o vrsti
biljaka dostupnih pcelama (Krell 1996). U skladu s izvornom florom kojoj péele imaju
pristup, botani¢ko podrijetlo propolisa vrlo je raznoliko. Broj identificiranih sastojaka u
svakom pojedinacnom uzorku propolisa broji se u stotinama, ovisno o zemljopisnom
podrijetlu (Braakhuis 2019).

Slika 2.3.3.1. Radilica s prikupljenom smolom na kaosarici straznje noge (lzvor:
https://www.honeybeesuite.com/propolis-and-the-resin-connection pristupljeno 24.9.2022).

Razli¢iti kontinenti, regije i biljne vrste koje pcele koriste za proizvodnju propolisa ¢ine
njegov sastav medusobno drugacijim. No iako su kemijski razli¢iti, oni imaju sli¢na
djelovanja (Przybytek i sur. 2019).


https://www.honeybeesuite.com/propolis-and-the-resin-connection

Da bismo razumjeli $to uzrokuje razlike u kemijskom sastavu propolisa, potrebno je
imati na umu biljno podrijetlo propolisa. Za proizvodnju propolisa pcele koriste dobivene
materijale iz raznih prirodnih procesa u razli¢itim dijelovima biljaka. To su tvari koje biljke
aktivno izlucuju, kao i tvari koje biljke izluCuju iz rana: lipofilni materijali na listovima i
lisnim pupoljcima, laticama. gume, smole, itd. Danas je dobro dokumentirano da je u
umjerenom pojasu glavni izvor propolisa izlu¢evina iz pupova topole, i to uglavhom crne
topole (Populus nigra). Iz tog razloga europski propolis sadrzi tipi¢ne fenolne spojeve
pupoljka topole: flavonoidni aglikoni (flavoni i flavanoni), fenolne kiseline i njihovi esteri.
Stabla topole Cesta su samo u umjerenom pojasu; ne mogu rasti u tropskim i suptropskim
krajevima. Iz tog razloga, u ovim staniStima pcele moraju prona¢i druge biljne izvore
propolisa kako bi zamijenile topolu. Kao rezultat toga, propolis iz tropskog podru¢ja ima
drugaciji kemijski sastav od propolisa tipa topole. Posljednjih desetljec¢a pokazalo se da je
izvor brazilskog propolisa smola listova vrste Baccharis dracunculifolia. Medu glavnim
pronadenim spojevima u brazilskom propolisu su prenilirani derivati p-kumarinske kiseline i
acetofenona te diterpeni, lignani i flavonoidi (razli¢iti od onih u propolisu tipa topole).
Medutim, u Brazilu postoji nekoliko vrsta propolisa, registriranih u novijim studijama, koje
dolaze iz biljnih izvora razli¢itih od B. dracunculifolia i sadrze spojeve koji nisu gore
navedeni. Nedavno je pozornost privukao kubanski propolis ¢ije su glavne komponente
poliizoprenilirani benzofenoni, po ¢emu se kubanski propolis razlikuje od, kako europskog,
tako i brazilskog jer mu je glavni biljni izvor cvjetna smola vrste Clusia rosea, odakle potjecu
prenilirani benzofenoni. lako su kemijski sastavi ovih propolisa razli¢iti, njihova bioloska
svojstva su ista (Bankova 2005).

Sadrzaj svakog propolisa (Slika 2.3.3.2.) obi¢no obuhvaéa vise od 500 sastavnica,
ukljucujuéi biljne smole i1 balzame, pcelinji vosak, aromati¢na i etericna ulja, pelud, terpene,
Secere, proteine, vitamine i aminokiseline (Asma i sur. 2022).
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Slika 2.3.3.2. Kemijske komponente propolisa (Izvor: Pasupuleti i sur. 2017).

Fenolni spojevi sadrze razli¢ite kemijske komponente, ukljuc¢ujuéi flavonoide, fenolne
kiseline, aldehide, kumarine, estere, jednostavne fenole, lignine i lignane. Dva glavna tipa
fenolnih kiselina prisutnih u propolisu su hidroksicimetne kiseline (kavena, ferulinska i p-
kumarinska kiselina) i hidroksibenzojeve kiseline (salicilna, galna, protokatehinska, vanili¢na
i gentizinska kiselina) (Asma i sur. 2022).

Flavonoidi su posebne komponente propolisa, kojih je do sada u propolisu identificirano
i proucavano vise od 150 vrsta (Asma i sur. 2022). Kao glavni sastojci propolisa, uvelike
pridonose farmakoloskom djelovanju propolisa. Imaju Sirok spektar bioloskih svojstava,
poput antibakterijskih, antivirusnih i1 protuupalnih ucinaka. Prema kemijskoj strukturi
flavonoidi u propolisu su Klasificirani u flavone, flavonole, flavanone, flavanonole, kalkone,
dihidrohalkone, izoflavone, izodihidroflavone, flavane, izoflavane i neoflavonoide (Huang i
sur. 2014). Znacajna skupina flavonoida su flavanoni kojih je u propolisu identificirano 40
razli¢itth vrsta. NajviSe se navode pinostrobin, likviritigenin, pinocembrin, naringenin,
izosakuranetin i sakuranetin (Asma i sur. 2022).

Pasupuleti i sur. (2017) navode kako flavonoidi (Slika 2.3.3.3.) toc¢nije; apigenin,
kvercetin, krisin, fisetin najvise pridonose antibakterijskom u¢inku. Ostali vazni flavonoidi su:
galangin, acacetin, pinocembrin, pinobanksin, luteolin i kemferol. Jedna od glavnih
karakteristika ovih spojeva je visoki antioksidacijski i antimikrobni potencijal. Naime
dokazano je kako je antioksidacijski u¢inak proporcionalan koncentraciji polifenola (Kljenak
2017).
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Slika 2.3.3.3. Molekularne formule flavonoida iz propolisa koji znac¢ajno

pridonose njegovom antibakterijskom uc¢inku
(Izvori: https://sh.wikipedia.org/wiki/Kvercetin, https://sh.wikipedia.org/wiki/Apigenin,
https://en.wikipedia.org/wiki/Fisetin, https://en.wikipedia.org/wiki/Krisin pristupljeno 28.7.2022).

Propolis takoder sadrzi vazne vitamine, poput vitamina B1, B2, B6, C i E, te korisne
minerale poput magnezija (Mg), kalcija (Ca), kalija (K), natrija (Na), bakra (Cu), cinka (Zn),
mangana (Mn) i1 Zeljeza (Fe). Osim toga, sadrzi i neke enzime kao S$to su jantarna
dehidrogenaza, glukoza-6-fosfataza, adenozin trifosfataza i kiselinska fosfataza (Lotfy 2006).

U Tablici 2.3.3.1. prikazane su sve kemijske komponente do sada identificirane u
sastavu propolisa.

Sadrzaj propolisa ovisi 0 vremenu i mjestu skupljanja smolastih i balzamskih tvari. Kao
rezultat toga, bioloska aktivnost propolisa proizvedenih u razli¢itim vremenima, iz razli¢itih
fitogeografskih podrucja, se jako razlikuju (Hashemi 2016). Takoder, bioloska aktivnost se
razlikuje ako je ekstrakt propolisa pripremljen s etanolom ili s vodom (Braakhuis 2019).
Bioloska aktivnost propolisa (farmakoloski ucinci na zivim organizmima) izravno ovise o
njegovom kemijskom sastavu (Asma i sur. 2022).
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Tablica 2.3.3.1. Prikaz kemijskog sastava propolisa (Izvor: Anjum i sur. 2019).

KOMPONENTE REFERENCA
Flavonoidi, flavanoni, flavoni i flavonoli: islapinin, ermanin, pektolinarigenin, Walker i Crane 1987.
sakuranetin, isosakuranetin, kvercetin 3,30-dimetil eter, 3-acetil pinobanksin, Lotfy 2006.

betuletol, izorhamnetin, kemferid, ramnazin, ramnetin, alnusin, alpinetin,
alnusitol, pinostrobin, pinocembrin, krizin, tektokrizin, akacetin, ramnocitrin,
kvercetin, galangin, apigenin, pinobanksin, kemferol, rutin, katehin, luteolin,
naringenin

Benzojeva kiselina i derivati: benzojeva kiselina, salicilna kiselina, gentizinska
kiselina, galna kiselina, fenilmetil ester, fenilmetil ester salicilne Kiseline, trans-
koniferil benzoat, trans-p-kumaril benzoat, protokatehuinska kiselina

Walker i Crane 1987.

Derivati benzaldehida: vanilin, kapronski aldehidi, izovanilin p-
hidroksibenzaldehid, protokatehualdehid

Abdulkhani i sur. 2017.
Akbay i sur 2017.
Marcucci 1995.
Walker i Crane 1987.

Cinamil alkohol, cimetna kiselina i njeni derivati: cinamilni alkohol,
hidrocefinska kiselina, izoferuli¢na kiselina, metil ester cimetne kiseline, etil
ester cimetne kiseline, cinamiliden octena kiselina, cimetna kiselina, kavena
kiselina, ferulinska kiselina

Walker i Crane 1987.

Alifatski ugljikovodici: eikozin, 1-oktadecen, trikozan, pentakozan, eikozan,
heneikozan

Seéeri: d-ribofuranoza, d-fruktoza, d-glucitol, d-guloza, taloza, saharoza, d-
glukoza

Walker i Crane 1987.

Vitamini: B1, B2(complex), B6, C, E

Kuropatnicki i sur. 2013.

Nikotinska kiselina, pantotenska kiselina, halkoni i dihidrohalkoni:
alpinetin kalkon, naringinen kalkon, pinobanksin kalkon, pinobanksin-3-acetat
kalkon, pinostrobin kalkon, pinocembrin kalkon, sakuranetin kalkon, 2',6',a-
trihidroksi-4'-metoksi kalkon, 2',6-dihydroksi-4'-metoksidihidro halkon, 2',4',6-
trihidroksidihidro kalkon

Marcucci 1995.

Aminokiseline: alanin, b-alanin, a-amino masla¢na kiselina, d-amino masla¢na
kiselina, arginin, asparagin, asparaginska kiselina, cistein, glutaminska kiselina,
glicin, histidin, hidroksiprolin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, ornitin,
fenilalanin, prolin, piroglutaminska kiselina, sarkozin, serin, treonin, triptofan,
tirozin, valin

Esteri: metil palmitat, cinamil-trans-4-kumarat, etil palmitat, stearinska kiselina
metil ester, ftalat ester, benzil benzoat, benzil-trans-4-kumarat, 3-metil-3-butenil
izoferulat, 3-metil-2-butenil izoferulat, 3-metil-3-butenil kafeat, 2-metil-2-
butenil kafeat, 3-metil-2-butenil kafeat, benzil kafeat, feniletil kafeat, cinamil
kafeat, tetradecil kafeat, tetradecenil kafeat, tetradecenil kafeat (izomer) b,
tetradecenil kafeat, heksadecil kafeat

El Hady i Hegazi 2002.

(Tablica 2.3.3.1. se nastavlja na sljedec¢oj stranici)
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(nastavak Tablice 2.3.3.1.)

KOMPONENTE

REFERENCA

Ostale kiseline i derivati: fenilmetil ester 14- metilpentadekanske kiseline, etil
ester palmitinske kiseline, miristinska kiselina, sorbinska kiselina, butil-2-
metilpropil ester ftalne kiseline, stearinska kiselina, metilni ester alnustinske
kiseline

Walker i Crane 1987.

Alkohol, ketoni, fenoli i heteroaromatski spojevi: benzil alkohol,
heksadekanol acetat, kumarin, pterostilben, ksantorija, skopoletin

Terpen, seskviterpen, alkohol i derivati: acetoksibetulenol terpen, geraniol,
neroledol, b-bisabolol, guaiol, farnisol, dihidroeudesmol

Seskviterpenski i triterpenski ugljikovodici: b-paculen, b-bisabolen, skvalen,
b-burbonen, kopaen, kalaren, kalamenen, kariofilen, paculan, selenen,
aromadendren

Steroli i steroidni ugljikovodici: kolesterol, stigmasterol, b-dihidrofukosterol,
lanosterol

Minerali: Sr, Ba, Cd, Sn, Pb, Ti, Ag, Co, Mo, Al, Si, V, Ni, Mn, Cr Na, Mg,
Cu, Ca, Zn, Fe, K

Lotfy 2006.
Pasupuleti i sur. 2017.

Enzimi: glukoza-6-fosfataza, kisela fosfataza, adenozin trifosfataza, sukcinska
dehidrogenaza

Walker i Crane 1987.

Ketoni: acetofenon, p-acetofenolacetofenon, dihidroksi-acetofenon,
metilacetofenon, hept-5-en-2-on, 6-metilketon

Marcucci 1995.

Vostane Kiseline: arhidna kiselina, behenska kiselina, ceroti¢na kiselina,
laurinska kiselina, linoleinska kiselina, lignocerinska kiselina, montanska
kiselina

Alifatske Kkiseline i alifatski esteri: octena kiselina, masla¢na kiselina,
krotonska kiselina, fumarna kiselina, izomasla¢na kiselina, metilmasla¢na
kiselina, izobutil acetat, izopentil acetat, izopentinil acetat

Alkoholi: benzol metanol, cinamil alkohol, glicerol, glicerofosfat, fenetil
alkohol, izobutenol, hidrokinon, prenil alkohol

Alifatske Kiseline: mlije¢na kiselina, hidroksioctena kiselina, jabu¢na kiselina,
5-hidroksi-n-valerijanska kiselina, mlije¢na kiselina, valerijska kiselina, jantarna
kiselina, valerinska kiselina, arabinska kiselina, nonanska kiselina, palmitinska
kiselina, oleinska kiselina, dekanska kiselina, dodekanska kiselina,
tetradekanska kiselina, heptadekanska kiselina, oktadecenska kiselina,
tetrakozanska kiselina, eikozanska kiselina, heksakozanska kiselina,
heksakozanska kiselina

El Hady i Hegazi 2002.

Masne kiseline (C7-C18 kiseline) i ostali spojevi: Fosforna kiselina, 1,4-
dihidroksi benzen, 4-hidroksi-benzaldehid, 4-hidro acetofenon, 1,2,4-trihidroksi
butan, 1,2,3-trihidroksi butanal i njegov izomer, miristicin, 2,4-bis(dimetil
benzil)-6-t-butil fenol, 1,8-dihidroksi-3-metil antrakinon, miristicin (izomer)
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2.3.4. Biolo$ka svojstva propolisa

Bioloska svojstva propolisa ovise o njegovom kemijskom sastavu, biljnom izvoru,
zemljopisnom podruéju i godisnjem dobu (Anjum i sur. 2019). Posjeduje razna bioloSka
svojstva ovisno o prisutnosti znacajnih koli¢ina odredenih spojeva, primjerice flavonoida koji
imaju jaka antioksidativna svojstva, ili fenolne kiseline koja djeluje ljepljivo, $to pridonosi
brze zacjeljivanju rana (Ernjes§ 2017).

Propolis i njegovi ekstrakti imaju brojne primjene u lijeCenju raznih bolesti zbog svojih
antisepti¢kih, protuupalnih, antioksidativnih, antibakterijskih, antimikotickih, antifungalnih,
antiulkusnih, antikancerogenih i imunomodulatornih svojstava (Siheri 2017).

Mehanizam antimikrobnog djelovanja se moze pripisati sinergistickom djelovanju
fenolnih i ostalih spojeva. Do danas nije dokumentirana otpornost bakterija na propolis te se
smatra da postoje jako male Sanse da dode do razvoja rezistentnosti jer je rije¢ o
multikomponentnoj mjesavini, slozenog mehanizma djelovanja. Utvrdeno je da propolis
utjeCe na citoplazmatsku membranu te da na taj nain inhibira pokretljivost bakterija,
aktivnost enzima, diobu stanica i sintezu proteina. Ujedno inhibira RNA-polimerazu ¢ime se
djelomi¢no moze objasniti sinergisticki u¢inak propolisa s antibioticima koji djeluju na
sintezu proteina (Kljenak 2017).

U in vitro uvjetima propolis djeluje direktno na mikroorganizme, a u in vivo uvjetima
djeluje aktivacijom imunoloskog sustava organizma u kojem se nalazi mikroorganizam
(Sforcin i Bankova 2011).

2.3.5. Fizikalna i organolepti¢ka svojstva propolisa

Boja propolisa varira ovisno o podrucju i biljci, ali je on naj¢es¢e smede ili tamnozelene
boje (Slika 2.3.5.1.) te gorkog okusa. Topi se na 60-70 °C, dok se neke vrste tope tek na 100
°C. Komercijalno se ekstrahira prikladnim otapalima (metanolom, kloroformom, eterom i
acetonom), dok je najbolji etanol (Anjum i sur. 2019, Hashemi 2016). Kad je zamrznut ili
blizu zamrzavanja, te pri temperaturama nizim od 15 °C, postaje tvrd i lomljiv dok mu se
liepljivost povecava kad temperature porastu iznad 45 °C. U vrucoj vodi se otapa bolje nego u
hladnoj (7-10%), u eteru zagrijanom do 123 °C se otapa do 66%, u etilnom alkoholu se otapa
od 50-70%, a u acetonu od 20-40%. Njegova topljivost ovisi o trajanju ekstrakcije,
temperaturi otapala te veli€ini Cestica. Najbolja topljivost se postize kada se otapa u smjesi
otapala (eter i alkohol, kloroform i alkohol) te kad je propolis u obliku praha (Kljenak 2017).

14



Slika 2.3.5.1. Razlic¢ite boje propolisa
(lzvor: Kljenak 2017).

Svojstva propolisa ovise uglavnom od vrste biljaka koje se nalaze u radijusu letenja
pcela. Zagrijavanjem u vodenoj kupelji propolis se razdvaja na dva dijela: viskoznu masu koja
pada na dno te vosak koji pluta na povrSini. Kao takav ima mnoge koristi u pcelarstvu
(Kljenak 2017).

Propolis mijenja boju, miris i vjerojatno ljekovita svojstva, ovisno o izvoru i godiSnjem
dobu. Smole propolisa skupljaju se s velikog broja vrsta drveéa i grmlja. Cini se da svaka
regija ima svoje preferirane izvore smole, §to rezultira velikom varijacijom boje, mirisa i
sastava. Usporedbe sa smolama drve¢a u Europi sugeriraju da, gdje god su prisutne vrste
Populus, pcele radije skupljaju smole iz lisnih pupova ovih stabala. Kubanska studija
pokazuje da pcele barem djelomi¢no metaboliziraju prikupljene biljne smole Sto se moze
dokazati prisutnos¢u Secera koji ukazuje na odredenu metabolizaciju od strane pcela, tj
rezultat dodavanja sline tijekom struganja i zvakanja (Krell 1996).

Komercijalno se propolis nalazi u pastama za zube, pastilama, sredstvima za ispiranje
usta, kremama, gelovima, sirupima protiv kaslja, zvakacim gumama, sapunima, prascima, itd
(Anjum i sur. 2019).

2.3.6. Metode ekstrakcije propolisa

Propolis se ne moze koristiti izravno kao sirov materijal, nego se treba ekstrahirati.
Jednostavno frakcioniranje propolisa za dobivanje spojeva tesko je zbog sloZenosti njegovog
sastava. Najc¢eS¢i nacin je ekstrahiranje frakcije topljive u etanolu prilikom ¢ega se uklanja
vosak, a kao rezultat ekstrakcije se dobiva alkoholni ekstrakt propolisa bogat bioloski
aktivnim komponentama (Marcucci 1995).

Postoji nekoliko osnovnih metoda ekstrakcije koje se mogu mijenjati upotrebom
razli¢itih otapala. Odabir otapala ovisi o konac¢noj upotrebi ekstrakta i1 tehnickim
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moguénostima. Cini se da je veéina aktivnih sastojaka topiva u propilen glikolu i etanolu.
Manje sastojaka je topivo u vodi, ali ¢ak i vodeni ekstrakti pokazuju barem neke baktericidne
i fungicidne ucinke, kao i svojstvo zacjeljivanja rana (Krell 1996).

Pravilnik o kakvoé¢i meda i drugih pcelinjih proizvoda (NN 2000) navodi kako se
odreduje ekstrakt propolisa u alkoholnoj otopini. Od pribora je potrebno imati uobicajenu
labaratorijsku opremu i etanol koji sluzi kao reagens. Prvo se izvaze 5 g propolisa, stavi se u
Erlenmeyerovu tikvicu i prelije s 50 g etanola. Zatim se na sobnoj temperaturi, preko noci,
ckstrahira. Potom se tekucina filtrira i uzimaju se alikvoti od 3 g filtrata, koji se dva sata suse
u susSioniku na temperaturi od 105 °C. Nakon dva sata uzorak se izvadi iz suSionika, stavi u
eksikator i ohladi pa se izvaze. Koli¢ina suhe tvari (ekstrakta) iskazuje se u postocima i
izraCunava prema formuli:

postotak ekstrakta =100 x b x ¢ / d x (a-c)
gdje je:

a - masa filtrata, u g,

b - masa otapala, u g,

¢ - masa suhog ostatka, u g,
d - masa uzorka, u g.
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2.4. Antibakterijsko djelovanje propolisa

Kao najvaznije svojstvo propolisa prepoznato je antimikrobno djelovanje protiv
bakterija. Vecina istrazivanja antibakterijskog djelovanja provedeno je koriStenjem in vitro
bioloskih testova, dok ih je vrlo malo provedeno in vivo. lako se sastav propolisa razlikuje,
kako je ranije navedeno (poglavlje 2.3.3.), on takoder ovisi o vrsti péela koja ga skuplja.
Primjerice, utvrdeno je da propolis topole kojeg skuplja Apis mellifera caucasica ima
izrazeniji antibakterijski uc¢inak od onog kojeg skupljaju vrste Apis mellifera anatolica i Apis
mellifera carnica (Siheri i sur. 2017).

Najranije sustavno istrazivanje antibakterijskog djelovanja propolisa izveo je Kivalkina
1940-ih. U tim istrazivanjima pokazalo se da propolis ima bakteriostatsko djelovanje protiv
patogenih vrsta Streptococcus aureus, Salmonella typhi i nekih drugih bakterija. U detaljnoj
studiji antimikrobnog djelovanja propolisa, Lindenfelser (1967) je testirao 15 uzoraka
propolisa prikupljenih iz razli¢itih dijelova SAD-a u razli¢itim godi$njim dobima te je od 39
testiranih bakterijskih vrsta, u in vitro uvjetima, na ¢ak njih 25 potvrdeno inhibitorno
djelovanje. Najucinkovitije je propolis djelovao na vrstu Bacillus larvae, dok je ostalih 24
vrsta pokazalo osjetljivost na propolis, ukljucujuéi gram-pozitivne koke i bacile otporne na
kiseline. Djelovanje na bakterije otporne na kiseline je bilo od velikog znacenja s obzirom na
tvrdnje da se propolis moze Kkoristiti za lijeCenje tuberkuloznih bolesnika. U drugom
eksperimentu Lindenfelser (1969) je otkrio da alkoholni ekstrakt propolisa suzbija ameri¢ku
gnjilo¢u legla u medonosnih pcela. Ekstrakt je ili stavljen izravno, ili se mije$ao u razrijedeni
med, ili se prskao kao vodena ili slana otopina na ¢eSere. Ujedno je dokazano da propolis
pojacava ucinak pojedinih antibiotika. U pojedinim slu¢ajevima bakteriostatski u¢inak je bio
poveéan 10-100 puta. Sliéni sinergisticki ucinci kombinacije propolisa s penicilinom,
streptomicinom ili furaginom takoder su primije¢eni u odnosu prema sojevima bakterije
Staphylococcus. Najucinkovitija kombinacija protiv bakterije Escherichia coli bila je
mjeSavina propolisa i furagina (Ghisalberti 1979). Upravo je bakterija E. coli vrlo Cest
kontaminant na povrsini kultiviranih biljaka koje se konzumiraju u sirovom stanju, npr.
povréu (salata, krastavac, rajcica itd.), a ¢iji pojedini sojevi mogu uzrokovati bolesti ljudi
(Martinko 2022).

Od 1950. god. provedena su brojna istrazivanja djelovanja propolisa i njegovih
komponenti protiv Sirokog spektra bakterija. Primjerice Takaisi-Kikuni i Schilcher (1994) su
pomocu elektronskog mikroskopa prikazali ometanje diobe bakterije Streptococcus
agalactiae, dezorganizaciju citoplazme i inhibiciju sinteze proteina §to dovodi do razgradnje
bakterija, dok su Mirzoeva i sur. (1997) otkili da neke fenolne komponente i etanolni ekstrakt
propolisa (EEP) utjeu na bioenergetski status membrane inhibicijom membranskog
potencijala koji vodi do povecane propusnosti membrane za ione i do nepokretnosti bakterije
Bacillus subtilis.

Propolis takoder pokazuje antibakterijsko djelovanje protiv nekih aerobnih bakterija,
kao $to su: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Nocardia asteroides,
Rhodococcus equi, Staphylococcus auricularis, S. epidermidis, S. capitis, S. haemolyticus, S.
warnerii, S. mutans, S. hominis, Streptococcus cricetus, St. faecalis, St. pyogenes, St.
pneumioniae, St. Sobrinus i St. viridians (Fokt i sur. 2010).
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Etanolski ekstrakti propolisa, prikupljeni iz Cetiri razliite regije Brazila i Turske,
primijenjeni metodom razrjedivanja u agaru protiv razli¢itih anaerobnih bakterijskih sojeva
(kao $to su: Actinomyces naeslundii, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Veillonella parvula, Lactobacillus acidophilus, Peptostreptococcus anaerobius, P. micros,
Prevotella oralis i Pr. melaninogenica) dali su rezultate u smislu niske inhibicijske i niske
bakteriocidne aktivnosti (Anjum i sur. 2019). Antibakterijsko djelovanje propolisa takoder je
zabiljezeno protiv vrsta Bacillus alvei i Proteus vulgaris (Krajinovi¢ 2016).

Dodatak etanolskog ekstrakta propolisa u sastav vodica za ispiranje usta i pasta za zube
pojacava prevenciju mikrobnih zaraza i u¢inkovit je u lijeCenju upale desni, te ujedno pomaze
pri raznim drugim bolestima kod ljudi i zivotinja (Anjum i sur. 2019).

Od pocetaka istrazivanja propolisa, nekoliko skupina autora proucavalo je njegov
antimikrobni u¢inak. Bankova i sur. (1995) proucavali su antibakterijsko djelovanje razli¢itih
frakcija brazilskog propolisa prema bakterijskoj vrsti Staphylococcus aureus, iz Cega je
zakljuéeno da je antibakterijsko djelovanje uglavnom posljedica njegovih fenolnih spojeva.
Takoder, propolis ima i znacajan ucinak protiv bakterija kao $to su Enterococcus spp. i E.
coli. Bakterije S. aureus i E. coli glavni su uzro¢nici bolni¢kih infekcija ¢iji izolati su Cesto
¢ak visestruko otporni na djelovanje antibiotika (Huang i sur. 2006).

Daljnjim istrazivanjima Sforcin i sur. (2000) dokazali su da su etanolski ekstrakti
propolisa ipak ucinkovitiji protiv gram-pozitivnih bakterija, dok je ucinak protiv gram-
negativnih bakterija ogranien, tj. naj¢e$¢e propolis samo zaustavlja njihov rast. Gram-
negativne bakterije su otpornije jer, iako imaju fleksibilnu stani¢nu stijenku, imaju slozeniju
kemijsku strukturu (Slika 2.4.1.). Jedan od spojeva prisutan u stijenci bakterijske stanice je
polisaharid koji odreduje antigenost, toksi¢nost i patogenost mikroorganizama. Takoder,
vanjska membrana moze sadrzavati hidroliticke enzime koji su sposobni kompromitirati
djelovanje aktivnih sastojaka propolisa. Osim toga, ova skupina bakterija ima vecu koli¢inu
lipida od one uoéene u gram-pozitivnim bakterijama (Sforcin i Bankova 2011; Mohdaly i sur
2015).
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Slika 2.4.1. Usporedni presjek stani¢ne ovojnice gram-pozitivne i gram-negativne
bakterije (Izvor: Atanasova 2010).

Mohdaly i sur. (2015) proveli su istrazivanje uéinka fenolnog ekstrakta egipatskog
propolisa na gram-pozitivne (S. aureus) i gram-negativne (E. coli) bakterije. U ovoj studiji se
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navodi kako su svi ekstrakti imali antibakterijsko djelovanje te da pokazuju razli¢itu
selektivnost i minimalnu inhibitornu koncentraciju (MIC) za svaki testirani organizam. Gram-
pozitivne bakterije inhibirane su propolisnim ekstraktom u vrlo niskim koncentracijama te su
rezultati bili sli¢ni onome §to su izvjestili Sforcin i sur. (2000) na prikupljenom propolisu iz
Brazila. Medutim, Moreno i sur. (1999) navode kako je propolis prikupljen iz Argentine imao
nizu vrijednost MIC-a protiv istog soja bakterije. Bakterija E. coli je takoder bila osjetljiva na
propolis. MIC vrijednost za propolis prema standardnoj E. coli bila je 1 mg/ml, te je ona bila
bolja (niza) od vrijednosti koju su objavili Darwish i sur. (2010) za jordanski propolis na
istom soju bakterije. Takva razlika je pokazatelj da propolis iz razli¢itih geografskih regija
sadrzi razli¢ite komponente.

Nacin djelovanja propolisa je posljedica interakcije izmedu fenola i drugih spojeva, kao
Sto su pinocembrin, galangin i pinobanksin. Sli¢no tome, antibakterijsko djelovanje odvija se
zbog njegovih aktivnih spojeva kao §to su aromatski spojevi (kavena kiselina) 1 flavonoida
(Anjum i sur. 2019). Naime, fenolni spojevi biljnog porijekla imaju drugaciji mehanizam
antibakterijskog djelovanja od konvencionalnih lijekova, ¢ime onemogucuju bakterijama
razvoj otpornosti (Zampini i sur. 2021).

Bankova i sur. (2019) proveli su istraZivanje antibakterijskog uéinka propolisa na
ljudske bakterijske patogene. Provode se testovi osjetljivosti makro- i mikrodilucija. Takva
testiranja se izvode razrjedivanjem propolisa u agaru, a prema preporuci Instituta za klini¢ke i
laboratorijske standarde, pri ¢emu se odreduju vrijednosti MIC za svako razrjedenje aktivne
tvari. Nadalje, baktericidno djelovanje promatrano je na vremenskoj krivulji. Osim na ljudske
patogene testiran je ucinak i na uzro¢nike bolesti pcela — americka gnjilo¢a legla
(Paenibacillus larvae). U svim navedenim testiranjima promatran je antimikrobni u¢inak kao
rast bakterija pod tretmanom u odnosu na rast bakterija bez tretmana, Sto ukljucuje primjenu
formula prikladnih za statisticku usporedbu antimikrobnog ucinka izmedu razli¢itih uzoraka
propolisa.

Propolis i neki njegovi derivati mogu izravno djelovati na bakterije putem nekoliko
mehanizama, a djeluju i na imunosni sustav domacina (Slika 2.4.2.).
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Aktivne komponente propolisa se pri¢vrs¢uju na citoplazmatsku membranu bakterijske
stanice. Narusava se strukturni integritet stanice, ona se ostecuje te dolazi do nastanka
perforacija membrane kroz koje se citoplazmatski sadrzaj izbacuje van, pri ¢emu nastupa
stani¢éna smrt. Na desnoj strani slike (Slika 2.4.2.) prikazani su flavonoidi koji rezultiraju
inhibicijom aktivnosti tj. deaktivacijom ovisnom o0 enzimu topoizomerazi, $to dovodi do
stani¢énog odgovora poznatog kao SOS reakcija, a finalo i do inhibicije rasta bakterijskih
stanica. Primjerice, propolis ¢e djelovati na propusnost stani¢ne membrane, smanjit ¢e se
proizvodnja adenozin trifosfata (ATP) te ¢e se tako kompromitirati mobilnost bakterija i neke
druge njene aktivnosti (Almuhayawi 2020). Drugi mehanizam djelovanja je onaj preko
cimetne kiseline koja inhibira poizvodnju enzima ATPaze, stani¢ne diobe i razvoj biofilma
uzrokujuc¢i osSte¢enja bakterijske staniéne membrane povezanog s prekidom klju¢nih
metaboli¢kih puteva. Cini se da flavonoidi inhibiraju i sintezu nukleinskih kiselina. Primjerice
kvercetin inhibira aktivnost ATPaze vezanjem na enzim DNK girazu. Giraza je enzim Koji
umanjuje naprezanje tokom odvijanja dvolan¢ane DNK helikazom. To je istrazeno u bakterije
E. coli, no kod te vrste je nadeno i to da je njen rast inhibiran i kada se kvercetin veze na
topoizomerazu I, §to dovodi do cijepanja molekule DNK. Stovise, kao $to je prije navedeno,
razna izvjeS¢a ukazuju na sinergisticki uc¢inak izmedu antimikrobnih lijekova i propolisa.
Jedan od primjera takvih mehanizama za sinergisti¢ko pojacavanje je sposobnost propolisa da
inhibira sintezu proteina. Zabiljezen je sinergizam protiv bakterije Salmonella typhi nakon
primjene bugarskog i brazilskog propolisa s kloramfenikolom, neomicinom i tetraciklinom
djelujuci na ribosom (Almuhayawi 2020). Ujedno, pri primjeni mjeSavine propolisa i meda
pokazuje se jaCi antibakterijski ucinak od aktivnosti koju pokazuje pojedinacno testirani
uzorak proplisa. Kada se propolis pomijesa s medom, antioksidativni potencijal propolisa se
odrzava ili samo malo smanjuje do razrjedenja 1:1, te Se pri tome pokazuje sinergisticki
antibakterijski u¢inak, omogucujuci optimizirano koristenje ovog prirodnog resursa. Takoder,
s obzirom na problem otpornosti na antibiotike, prirodni pcelinji proizvodi, sami ili u
mjesavini, obeCavajuéa su alternativa za usporavanje izbijanja otpornosti mikroba (Freitas i
sur. 2022).

Ukratko, predlozeno je nekoliko moguc¢ih mehanizama povezanih s antibakterijskim
ucinkom propolisa: inhibicija sinteze nukleinske kiseline, promjene funkcije citoplazmatske
membrane, inhibicija energetskog metabolizma, smanjenje afiniteta za razvoj biofilmova,
inhibicija proteina stani¢ne membrane, ugrozavanje propusnosti membrane te Smanjenje
otpornosti bakterija (Almuhayawi 2020).

Stovise, propolis kao baktericidno sredstvo djeluje na zaustavljanje diobe bakterijske
stanice, uniStava zid stanice 1 bakterijsku citoplazmu te zaustavlja sintezu proteina.
Pinocembrin pokazuje antibakterijsko djelovanje prema bakteriji Streptococcus spp. dok
takvo djelovanje imaju artepilin C, p-kumarinska kiselina i 3-fenil-4-dihidrocinamilocinamska
kiselina prema bakteriji Heliobacter pylori, a apigenin ograni¢ava bakterijsku
glikoziltransferazu (Anjum i sur. 2019).

Zbog prisutnosti flavonoida (galangin, krizin, pinobanksin, kvercetin, naringenin,
galangin) i aromatskih kiselina u propolisu, on je ucinkovit protiv abnormalnosti u ustima,
primjerice bolesti zuba (De Castro 2001.; Sforcin 2016) i u obnavljanju desni. Propolis u
kombinaciji s vodicom za ispiranje usta i pastom za zube poboljSava prevenciju mikrobne
infekcije (De Castro 2001).
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2.4.1. Antibakterijski u¢inak propolisa na fitopatogene bakterije

Istrazivanja antibiotskih svojstava propolisa provode se uglavnom u medicini i veterini,
gdje propolis pokazuje ucinkovito bakteriostatsko i baktericidno djelovanje protiv nekoliko
rodova gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (Mohdaly i sur 2015).

Pokazuje se da je ucinak propolisa inhibitoran za odredene rodove bakterija te da je on
djelomic¢no ucinkovit ili neaktivan na druge. Zbog te spoznaje Bianchini i Bedendo (1998)
istrazuju utjecaj propolisa na pet razli¢itih fitopatogenih vrsta bakterija. Dobiveni rezultati su
pokazuju da su fitopatogene bakterije takoder osjetljive na antibiotske tvari prisutne u
propolisu.

Istrazivanja pokazuju da koriStenje propolisa putem etanolskog ekstrakta propolisa
(EEP) pruza blagotvorne ucinke na usjeve. Prednosti takve primjene povezuju se sa
suzbijanjem fitopatogena, konzerviranjem voc¢a i povréa nakon berbe i promicanjem rasta
biljaka, sto je ujedno dokaz dobrobiti kemijskog sastava propolisa koji je posebno bogat
fenolnim spojevima i hranjivim tvarima. Osim toga, tipicna svojstva smole propolisa
rezultiraju nastankom uc¢inkovitog biofilma u biljnim tkivima (Carvalho i Sorde 2021).

Jedna od prvih studija u suzbijanju fitopatogenih bakterija istrazuje koristenje vodenog
ekstrakta propolisa u in vitro pokusu protiv bakterija Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter
michiganensis i Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Bianchini i Bedendo 1998). lako su
istrazivanja vezana uz propolis i njegov uc¢inak na bakterije 1 biljne bolesti tek u pocetku, neki
od njih su u in vitro uvjetima ostvarili povoljan u¢inak razli¢itih ekstrakata propolisa prema
pojedinim gram-pozitivnim i gram-negativnim fitopatogenim vrstama bakterija, kao $to su: A.
tumefaciens, C. michiganensis, Erwinia chrysanthemi, X. axonopodis pv. phaseoli i
Xanthomonas gardneri (Carvalho i Sorde 2021).

Suzbijanje Steta od biljnih bakterioza u osnovi se provodi primjenama antibiotika
(ukoliko su oni u odredenoj drzavi u zastiti bilja dozvoljeni) i fungicida na bazi bakra. Cesta i
neprikladna uporaba tih pripravaka pogodovala je nastanku sojeva otpornih na standardne
legalne kemijske tretmane. Shodno tome, Rabelino i sur. (2009) su istrazili tri koncentracije
dvaju ekstrakata propolisa u inhibiciji rasta ovih bakterija: Pectobacterium carotovorum
subsp. atroseptica, Xanthomonas vesicatoria, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae
pv. tomato, P. corrugata, X. campestris pv. cucurbitae, P. savastanoi subsp. savastanoi, X.
axonopodis pv. citri. Rezultati su pokazali sljedece: ekstrakti propolisa dvaju podrijetla
inhibirali su rast C. m. subsp. michiganensis u svim testiranim koncentracijama. Propolis je
takoder pozitivno djelovao na inhibiciju X. c. pv. cucurbitae, X. vesicatoria i R.
solanacearum, dok nijedan od testiranih ekstrakata propolisa nije inhibirao rast P. c. subsp.
atroseptica, A. tumefaciens, P. s. pv. tomato, P. corrugata, P. s. pv. savastanoi i X. a. pv.
citri. Basim i sur. (2006) su utvrdili antibakterijski uc¢inak turskog propolisa protiv 13
bakterijskih fitopatogena: Agrobacterium tumefaciens, A. vitis, Clavibacter michiganensis,
Erwinia amylovora, E. carotovora, Pseudomonas corrugata, P. savastanoi, P. syringae (4
soja), Ralstonia solanaceraum, Xanthomonas campestris i X. axonopodis. Takva razlika medu
rezultatima se moze objasniti koriStenjem propolisa razli¢itog botani¢kog podrijetla i njihova
razli¢itog kemijskog sastava.

22



U literaturi se navodi da je uocena djelomic¢na inhibicija rasta bakterija u labaratoriju,
pokazujuéi da etanolski ekstrakt propolisa ima potencijal da se koristi kao alat za suzbijanje
pojedinih biljnih patogena. Takva aktivnost se povezuje s prisutnoséu flavonoida, aromatskih
kiselina i estera sadrzanih u propolisu (Burdock 1998). No postoje i slucajevi gdje su neke
bakterije u odredenim biljkama bile potpuno neosjetljive, primjerice bakterije iz roda
Pseudomonas, na estrakte propolisa, koje se uobi¢ajeno koriste u testiranjima (Carvalho i
Sorde 2021).

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija
(MBC) alkoholnog ekstrakta propolisa za bakterije Bacillus pumilus, Pseudomonas syringae
I Serratia plymuthica su bile jednake, a iznosile su (navedeno istim redoslijedom) 0.328
mg/ml 0.656 mg/ml i 1.310 mg/ml. Takoder su vrijednosti MIC i MBC dimetil sulfoksidnog
ekstrakta za bakterije Bacillus pumilus, Pseudomonas syringae i Serratia plymuthica bile
identi¢ne, a iznosile su redom 0.56 mg/ml, 1.310 mg/ml i 1.310 mg/ml. MIC vodenog
ekstrakta propolisa za bakterije Bacillus pumilus, Pseudomonas syringae i Serratia
plymuthica iznosio je 1.31 mg/ml, 2.62 mg/ml i 2.62 mg/ml, a njegov MBC za te bakterije bio
je redom 2.62 mg/ml, 5.25 mg/ml odnosno 5.25 mg/ml. Prema rezultatima, alkoholni i vodeni
ekstrakti propolisa pokazali su u laboratorijskim uvjetima znacajno djelovanje protiv bakterija
Bacillus pumilus, Pseudomonas syringae i Serratia plymuthica (Etminani i sur. 2017).

Prema Zampini i sur. (2012) koji su proveli istrazivanje na razli¢itim argentinskim
propolisima, Zuccagnia-tip (Zuccagnia punctata Cav.) je djelovao na sljedeée fitopatogene
bakterije: Pseudomonas syringae, P. corrugata, Xanthomonas campestris i Erwinia
carotovora. Ove bakterije predstavljaju ozbiljne probleme u usjevima rajcice. Glavni izolirani
antibakterijski spoj iz testiranog propolisa bio je identificiran kao DHC (2'4'-
dihidroksikalkon). Prskanje plodova raj¢ice vodenom otopinom propolisa smanjuje jacinu
simptoma bolesti. Uc¢inak otopine propolisa koji je prskan prije ili nakon inokulacije
bakterijom P. syringae pv. tomato bio je sli¢an, ¢ime se pokazuje njegovo i kurativno i
preventivno djelovanje.

Uloga propolisa kao sredstva za zastitu bilja i alternativa pesticidima je jo$ uvijek dosta
neistrazeno podrucje. Ates i sur. (2021) usporedno su istrazivali dva razli¢ita komercijalno
dostupna ekstrakta propolisa. Njihovi antibakterijski ucinci procijenjeni su na bakterijama
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), soj DC3000. Takoder, usporeduje se aktivnost gena,
¢iji produkti su proteini WRKY70 i CaBP22, u obrambenom odgovoru biljke talijinog
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) nakon primjene propolisa. Prema rezultatima,
svaki ekstrakt i doza propolisa imali su drugaciji u¢inak na ekspresiju spomenutih gena, kao i
antibakterijski uc¢inak. Jedan od komercijalnih brendova imao je znacajan ucinak u svim
primijenjenim dozama, dok je ekstrakt propolisa drugog brenda imao aktivnost samo pri
koncentraciji od 1%. Propolis je u koncentraciji od 2% smanjio rast bakterija do 93%. Po prvi
put propolis je takoder procijenjen zbog svoje sposobnosti aktivatora obrane biljaka te je
inducirao gene odgovorne za produkciju proteina WRKY70 i CaBP22. Razlike u ekspresiji
gena i razinama inhibicije rasta bakterija ukazuju na vaznost porijekla propolisa, kao §to su
biljne vrste i1 regije s kojih je proizveden. lako su preliminarni, ovi rezultati sugeriraju
znacajan potencijal propolisa u zastiti bilja u komercijalnoj i ekoloskoj poljoprivredi.
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2.4.1.1. Erwinia amylovora

Gram-negativna fitopatogena bakterija Erwinia amylovora uzrokuje bakteriozni palez —
jednu od najrazornijih bolesti jabuke, kruske i drugih biljaka iz porodice Rosaceae
(Pomoideae), kako kultiviranih, tako i divljih. Glavna S$teta koju uzrokuje ovaj patogen je
palez na jabuci i krusci te od trenutka kada se pojavi zaraza bakterijom E. amylovora
ckonomske Stete mogu trajati i do 7 godina, te se u tom razdoblju provodi sadnja tolerantnih
ili otpornih novih stabala jer oboljela stabla kroz vrijeme najce$¢e ugibaju, a voénjak je
potrebno osposobiti za punu proizvodnju (Borkar i Yumlembam 2016).

Bakterija se moze $iriti na kratke i duge udaljenosti uz pomo¢ nekoliko ¢imbenika (npr.
sadnim materijalom, pticama, kukcima, ljudima), te uz pomo¢ abiotickih vektora (npr. kisa,
vjetar, aerosoli) (Sabatini i sur. 2006). Jedan od znacajnih vektora su i péele (Apis mellifera)
koje prenose bakteriju E. amylovora sa zarazenih na zdrave cvjetove. Radi boljeg
razumijevanja njihove uloge u prijenosu bakterijskog inokuluma, vazno je znati dugovje¢nost
bakterija u kos$nici te na i u tijelu péela. Alexandrova i sur. (2002) istrazivali su dugovjecnost
inokuluma bakterije E. amylovora u medu, pcelinjem vosku, peludi i propolisu. Rezultati
ovog istrazivanja pokazuju da su stanice bakterije E. amylovora uginule vrlo brzo nakon
kontaminacije. Prva ponovna izolacija obavljena je 6 sati nakon kontaminacije, no nijedna
bakterija nije bila vijabilna. Do istog zakljucka dolaze Bianchini i Bedendo (1998) kada
istrazuju moguénost prezivljavanja bakterije E. amylovora u propolisu. Rezultati pokazuju da
propolis nije povoljan supstrat za prezivljavanje bakterije te da se ovaj proizvod ne moze
smatrati izvorom inokuluma za Sirenje bolesti. Cinjenica da bakterija ne prezivljava u
propolisu svjedo€i o prisutnosti inhibitornih tvari koje djeluju na ovog patogena (Bianchini i
Bedendo 1998).

2.4.1.2. Pseudomonas syringae pv. tomato

Bakterija Pseudomonas syringae i njezini patovari zarazavaju vecinu voénih kultura
umjerenog pojasa, poput marelice, §ljive, jabuke, tresnje, breskve, badema, kestena, ljeSnjaka,
maline, avokada, kivija i naran¢e. Ostali domacini su joj jorgovan, pSenica i graSak te povrtne
kulture, poput rajcice, paprike, graha, celera, poriluka, perSina, krastavca, Secerne repe,
Spinata i korijandera. Rasprostranjena je diljem svijeta i glavne Stete koje uzrokuju njeni
brojni patogeni varijeteti (patovari) su bakteriozni rak, pjegavost i palez lista, ovisno 0
domacinu. Gospodarski utjecaj bakterije P. syringae je u porastu, S ponovnom pojavom tzv.
starih bolesti, uklju¢ujuéi bakterioznu pjegavost rajcice (Borkar i Yumlembam 2016).

Bakterija P. syringae pv. tomato (pst), soj DC3000, je vazan fitopatogen i uzrokuje
znacajne gubitke prinosa svake godine na raj¢icama. Osim rajCice, njime se zarazavaju i druge
biljne vrste. Jo§ uvijek ne postoji potpuno uspjesna metoda suzbijanja ovog patogena no
smatra se da bi ba$ propolis mogao biti obecavajuce sredstvo zastite biljaka od bolesti koju
uzrokuje (Ates i sur. 2021).

Ordonez i sur. (2010) uzorkom propolisa skupljenog u sjevernoj Argentini procjenjuju
njegov antimikrobni ucinak na fitopatogene bakterije. U istrazivanju su identificirani
najaktivniji uzorci, a vrijednosti MIC odreduju se testovima makrodilucije agara i
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mikrodilucije hranjivog bujona. Otkriven je snazan antibakterijski uc¢inak na bakteriju Erwinia
carotovora pv. carotovora CECT 225, P. syringae pv. tomato CECT 126, P. corrugata CECT
124 i Xanthomonas campestris pv. vesicatoria CECT 792. Najucinkovitiji ekstrakt propolisa
(Tucuman, T1) odabran je kako bi ostvario bioaktivno odvajanje baktericidnih spojeva.
Izolirani antimikrobni spoj bio je identificiran kao 2,4-dihidroksihalkon. Provode se testovi
fitotoksi¢nosti i ekstrakti propolisa ne usporavaju klijanje sjemena salate niti rast korijena
luka. Otopine propolisa primijenjene prskanjem na plodove rajcice zarazene bakterijom P.
syringae smanjile su ozbiljnost bolesti.

2.4.1.3. Pseudomonas syringae pv. tabaci i Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli

Provedena su istrazivanja antimikrobne aktivnosti koja inducira fitoaleksine te
obrambene enzime i tezinu bolesti, koriste¢i koncentracije od 0%, 0.5%, 1.0%, 2.5% i 5.0%.
Etanolni ekstrakt propolisa (EEP) je pokazao antimikrobni uc¢inak na obje fitopatogene
bakterije, uzrokuju¢i smanjenje njihovog razvoja, a takoder je pospjesio linearno nakupljanje
fazeolina u hiopokotilima graha. Doslo je do smanjenja povrSine oSteCene bakterioznom
plamenjatom na listovima graha tretiranim etanolnim ekstraktom propolisa uz lokalni i
sistemi¢ni u¢inak. EEP je aktivirao enzim polifenoloksidazu uz maksimalnu toc¢ku aktivacije
62.5 sata nakon primjene. Doslo je do povecanja aktivnosti fenilalanin amonijak-liaze u
biljkama tretiranim EEP-om te rezultati ukazuju na potencijal EEP-a za sprjecavanje Steta od
ovih bolesti (Jaski i sur. 2019).

2.4.1.4. Agrobacterium tumefaciens

Bakterija Agrobacterium tumefaciens inficira velik broj biljnih vrsta, izmedu ostalih i
badem, marelicu, treSnju, breskvu, $ljivu, jabuku, vinovu lozu, topolu, malinu, ruzu, orah,
vrbu, kupinu, krizantemu, citruse, fikuse, maslinu, krusku, neven, klematis, gipsofilu,
jorgovan, makadamiju, dunju i gliciniju. Povremeno zarazi i brezu, borovnicu, daliju,
hortenziju, javor, rododendron, sekvoju i smreku. Ova bakterija je rasprostranjena diljem
svijeta, ali uzrokuje ozbiljne stete u SAD-u, Europi i Australiji. Glavni simptomi uzrokovani
ovim patogenom su tumori na vratu korijena biljke. Kao takve, zarazene biljke nisu za
prodaju, te najveci gubitci nastaju kod mladih biljaka tj. onih koje su jo$ u rasadniku. Bolest
rijetko ubija biljke, ali moZe izazvati nedostatak snage, smanjeni rast i slabu produktivnost.
Bakterije iz roda Agrobacterium prouzrocile su znatne ekonomske gubitke i u rasadnicima i u
komercijalnoj proizvodnji kosticavog voca (Borkar, Yumlembam 2016).

Almasoudi (2013) provodi istrazivanje na vrstama bakterija A. tumefaciens i
Pectobacterium carotovorum, od kojih obje predstavljaju neke od najveéih uzro¢nika gubitka
prinosa u poljoprivredi. U petrijevim zdjelicama testira se antibakterijski ucinak tri biljna
ekstrakta i propolisa, izmedu kojih je najbolji uc¢inak pokazao propolis. Njegova koncentracija
od 4000 pg/ml imala je vrlo snazan antibakterijski u¢inak s jakom zonom inhibicije od najvise
1.36 mm, dok je ona kod pozitivne kontrole iznosila najvise 1.07 mm pri istim
koncentracijama.
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2.4.1.5. Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

Bakterija X. axonopodis i njeni patovari uglavhom zaraZzavaju biljke agruma, Sipak,
kasavu i grah. Geografski je rasprostranjena u Aziji, Africi, Americi i Oceaniji. Glavne bolesti
uzrokovane ovim patogenom su rak citrusa, masna pjegavost i bakteriozni palez kasave
(Borkar i Yumlembam 2016).

Temeljem spoznaje da propolis djeluje na razne fitopatogene bakterije, Pereira i sur.
(2020) su istrazivali dva razli¢ita propolisa u Brazilu. U in vitro uvjetima ekstrakt propolisa iz
mjesta Santa lzabel do Para je pokazao znatno bolji u¢inak na bakteriju X. axonopodis pv.
passiflorae od onog ekstrakta propolisa iz dijelova Curuca. Znanstvenici nalaze da su
bioaktivne tvari koriStenog propolisa ekstrahirane otapalom viSeg polariteta. U ovom slucaju
je 80%-tni etanolski ekstrakt propolisa dao bolje rezultate, vjerojatno zato $to su Se
bakterijske alelokemikalije uspjes$nije orijentirale na molekule srednjeg i veceg polariteta u
ekstraktu propolisa. Razlika izmedu polarnih i nepolarnih tvari je u prisutnosti ili odsutnosti
elektronegativnih atoma u njihovim strukturama, $to uzrokuje razlike u medumolekularnim
silama. Kod dijela nepolarnih tvari privlaénost molekula je slabija, Sto olakSava kretanje tih
molekula, te one obi¢no imaju izuzetno nisko taliste i vreliSte. U polarnim tvarima, zbog
postojanja regija s razliCitim elektronskim gusto¢ama, na molekule djeluje jaca sila
privlacenja koja otezava kretanje tih molekula i sprjeGava ih da lako dodu do plinovitog
stanja. Budu¢i da je propolis vrlo slozena mjeSavina tvari razlicitih polariteta, teSko je pronaci
jedno otapalo koje ekstrahira sve njegove komponente. U ovom istraZivanju najucinkovitije
otapalo je bio 80%-tni etanol koji je u potpunosti inhibirao rast bakterija.

2.4.1.6. Xanthomonas fragariae

Na jagodama je opisan velik broj bolesti €iji se simptomi najceS¢e pojavljuju na
listovima. Najvise je mikoza, te neSto manje bakterioza i viroza. Folijarne bolesti znatno
iscrpljuju biljku 1 utjeCu na njezinu vitalnost, Sto se odrazava na prinosu u narednim
godinama. Zbog nepravilnog pristupa ovim bolestima, zastita koja se provodi u cilju
suzbijanje steta od biljnih bolesti je kriva i neadekvatna (Milievi¢ 2015). Bakteriozna
pjegavost lista jagode koju uzrokuje vrsta X. fragariae jedna je od glavnih ogranic¢avajucih
bolesti usjeva jagode diljem svijeta. Rodrigues i sur. (2021) prskali su ve¢ zaraZene biljke
polisaharidima iz jestive makrogljive Lentinula edodes (Shiitake), ekstraktom propolisa,
acibenzolar-s-metilom ili destiliranom vodom (kontrola). U rezultatima rada se navodi kako je
jedan od koristenih ekstrakata propolisa inhibirao stvaranje novih kolonija i biofilma bakterije
te pospjesio povecanje aktivnosti enzima anilalanin amonijak liaze i superoksid dismutaze,
ujedno u usporedbi sa biljkama prskanim destiliranom vodom, propolis je pokazao znacajno
bolje rezultate. Takoder se navodi da takav proizvod ima potencijal za primjenu u
programima kontrole bolesti jagoda. Nadalje, ozbiljnost bolesti kod biljaka tretiranih
polisaharidima makrogljive L. edodes nije se razlikovala u usporedbi s kontrolnim biljkama
dok su one tretirane acibenzolar-s-metilom pokazale smanjenu razinu bolesti nakon
usporedbe.
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3. Zakljucna razmatranja

Neizostavna je upotreba sredstava za suzbijanje biljnih patogena jer oni ugrozavaju
biljnu proizvodnju diljem svijeta te stvaraju velike ekonomske Stete. Suzbijanje Steta
uzrokovanih biljnim bakteriozama i dalje je teSka zbog ograni¢ene dostupnosti u¢inkovitih
sredstava za zaStitu bilja sa smanjenim negativnim ucincima na okoli§, zdravlje ljudi i
zivotinja. Osim toga, mnogi patogeni postaju otporni na pojedine aktivne tvari primjenjivane
U zastiti bilja te je nuzno teziti novim nacinima suzbijanja. Kako bi se smanjila upotreba
kemikalija, promiCu se alternativne strategije primjene raznolikih tvari (Cesto prirodnog
porijekla) za suzbijanje biljnih patogena i/ili poboljSanje otpornosti biljaka na bolesti.

Propolis ima Siroku paletu farmakoloskih potencijala koji su poznati, ukljucujuci
antibakterijsko, antimikoticko, antiprotozoalno, hepatoprotektivno, antioksidativno,
protuupalno, antivirusno, antikancerogeno i antitumorsko djelovanje.

Vise istraZivanja pokazuje da etanolski ekstrakt propolisa pomaze pri konzervaciji
svjezeg voca i povréa, promovira rast biljaka te ujedno ima antibakterijski ucinak na
fitopatogene bakterije. Osim djelovanja pojedina¢nih komponenata, ono moze biti i
kombinirano tj. sinergijsko, Sto propolisu, kao kompleksnoj prirodnoj tvari, osigurava
raznovrsnu i jacu biolosku ucinkovitost.

Istrazivanja propolisa razli¢itog geografskog podrijetla kljuéna su u testiranju
antimikrobnog ucinka na razliite patogene, s obzirom na ¢injenicu da je svaki propolis
drugacijeg kemijskog sastava.

Trenutacni trend povratka na ekoloski sigurnije i1 manje energetski invazivne
industrijske metode, te povecana kupovna mo¢ potroSaca, mogu dovesti do znacajnog rasta
upotrebe i do razvoja novih primjena propolisa, osobito u poljoprivredi.

Pregled literature sugerira da propolis moze biti koristan u suzbijanju biljnih patogena,
ali da ga je potrebno i dalje istrazivati zbog nedosljednosti rezultata u razli¢itim studijama do
kojih dolazi vjerojatno zbog heterogenosti komponenti propolisa prikupljenih s razli¢itih
geografskih lokacija, primjene razli¢itih doza u razli¢itim studijama kao i malog broja
testiranih uzorka u istrazivanjima. U budu¢nosti je potrebno vise studija da bi se dokazali
jasni uéinci propolisa u pojedinim primjenama u fitomedicini i kako bi se u potpunosti
razumio njegov molekularni mehanizam djelovanja na stanice biljnih patogena.
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