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Uvod

Propolis je veeli pryskyfi€ny produkt, ktery je vyuZzi-
van v Iékafstvi profadu farmakologickych c¢inkl
(imunostimulaéni', antibakterialni?, protizénétlivé3, antio-
xidaéni'*, antihepatotoxické3’5 , fungicidm’3, lokalné aneste-
tické', antikancerogenni® aj.), které vykazuje. Pouzivanymi
1ékovymi formami jsou topicky aplikované tinktury, klok-
tadla a kapsle, pfipadn€ tablety aplikované peroralné
v ptipadé doplitkd stravy®.

V Sedesatych letech byl propolis povazovan z hledis-
ka jeho sloZeni za velmi komplexni, ale viceméné nemén-
ny podobné jako napft. vceli jed a vceli vosk. V nasleduji-
cich letech vsak Cetné studie ukdzaly, ze slozeni vceliho
propolisu je siln¢ zavislé na regionalnim pivodu vcelstev,
resp. rostlinnych zdroji vyuzivanych vcelami, a to jak
z hlediska kvalitativniho tak kvantitativniho’. Udava se, Ze
propolis je slozen piiblizn€ z 50 % pryskyfic a rostlinnych
balzamu, 30 % vceliho vosku, 10% esencialnich
a aromatickych olejl, 5 % pylu a z 5 % necistot a jinych
latek. Propolis a vodné formulace z n¢ho pfipravené maji
kysely charakter, coz je zplisobeno obsazenymi aromatic-
kymi a mastnymi kyselinami, flavony a flavanony® '’

Ptiblizné v poslednich Ctyficeti letech byl propolis
pfedmétem zejména chemickych studii sledujicich jeho
slozeni v zavislosti na regionalnim ptvodu a farmako-
logickych studii popisujicich jeho biologickou aktivitu
a jednotlivé farmakologické uginky”®. Dosud viak nebyla
publikovana zadna studie zabyvajici se podrobnéji 1ékovy-
mi formami propolisu. V diive publikované praci® jsme
se proto zabyvali pfipravou, zdkladnim popisem koloid-
nich vlastnosti a antibakteridlnimi vlastnostmi bézné uzi-
vanych kloktadel na bazi propolisu, kterd jsou vlastné na-
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nodisperzemi, k jejichz vzniku dochazi fedénim ethanolo-
vych extraktt propolisu (EEP) vodou.

Cilem této prace bylo ziskani detailnich informaci
o charakteru ¢astic, které nanoprecipitatnim procesem
vznikaji, nebot’ znalost takovychto charakteristik farma-
ceutickych formulaci je dilezita jak z hlediska jejich pri-
pravy, tak i samotné terapie. Soucasné byl sledovan vliv
fedéni na rozmérové vlastnosti precipitovanych ¢Castic
a vliv regionalniho ptivodu na vyse uvedené charakteristiky.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptiprava tinktur, kloktadel a jejich charakterizace

Zakladem pro vSechna méfeni a charakterizaci formu-
laci propolisu byly propolisové tinktury (ethanolové ex-
trakty propolisu, EEP). Ty byly pfipraveny ve étyfech
ruznych koncentracich vychoziho ethanolu (40 %, 60 %,
80 % a 100 % v/v), pficemz jako 100% ethanol (EtOH)
byl vzat komeréné dodavany 99,8% ethanol pro UV spek-
trometrii (Lach-Ner, Ceska republika).

Pro popsani zékladnich vlastnosti vySe zminénych
formulaci byly ptfipraveny formulace v rozsahu fedéni 10
az 200, tzn. pomér EEP : H,O byl odpovidajici danému
natfedéni —napft. 1 : 9, 1 : 199 (v/v) atp.

Formulace byly pfipraveny nanoprecipitaci, tj. rych-
lym néstfikem EEP do vychoziho mnoZstvi demineralizo-
vané¢ vody za souCasného michani magnetickym micha-
dlem.

Pismennd zkratka v nize uzivaném znaceni formulaci
odliSuje regionalni ptivod vzorkl propolisu, ¢islo uvedené
za zkratkou odpovida objemovému zlomku ethanolu, pou-
zitého pro pfipravu EEP a posledni ¢islo udavé nafedéni
formulace.

Staticky rozptyl svétla

Hodnota poméru Rs/Ry (shape-factor), kde Rg je gy-
ra¢ni polomér a Ry hydrodynamicky polomér, a druhy
virialni koeficient 4, byly ziskany pomoci statického roz-
ptylu svétla (SLS) a dynamického rozptylu svétla (DLS).
Me¢fteni byla provedena na pfistroji ALV (ALV-GmbH,
Némecko) v tthlovém rozsahu 40-150 °, pfi teploté 25 °C.
Zdrojem zateni byl He-Ne laser o vykonu 30 mW a vinové
délce 632,8 nm. Hodnoty Rg i 4, byly ureny z diagramu
dle Berryho, ktery byl sestaven vynesenim vKc/R proti
(¢* + ke), kde K je soubor optickych konstant, ¢ hmotnost-
ni koncentrace, R Rayleighiiv pomér, ¢ rozptylovy vektor
dany vztahem (4mn/A)sin(6/2), A vlnova délka primarniho
irozptyleného svétla, nindex lomu rozpoustédla,
0 rozptylovy thel a k libovolna konstanta, volend tak,
aby mél vysledny graf vhodné rozméry.
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Dynamicky rozptyl svétla

Meéteni DLS bylo provadéno pii thlu 173° na piistroji
ZetaSizerNano-ZS ZEN3600 (Malvern, UK). Zdrojem
zafeni byl He-Ne laser o vykonu 4,0 mW a vinové délce
632,8 nm. Pro reprezentaci dat byly pouzity primérné
pozice pikti v distribuci intenzity. Hydrodynamicky pru-
meér ¢astic (Dy) byl spocitan z difuzniho koeficientu (D)
pouzitim Stokesovy-Einsteinovy rovnice (/):

D =k,T/3mD, 1)

kde T je termodynamicka teplota, n dynamicka viskosita
rozpoustédla a kg Boltzmannova konstanta®!",

Me¢feni zeta potencialu (elektroforeticky rozptyl svét-
la) bylo provadéno na stejném pfistroji. Elektroforeticka
pohyblivost byla matematicky pfevedena na zeta potencial
aproximaci dle Smoluchowského®'2.

Transmisni elektronova mikroskopie

Mikroskopicka analyza byla provadéna na piistroji
Tecnai G2 Spirit Twin (FEI, Ceské republika), pii urychlo-
vacim napé€ti 120 kV, v rezimu svétlého pole (bright field
imaging). Formulace byly pro TEM pfipraveny nakdpnu-
tim kapky o objemu 2 pl na standardni médénou TEM
sitku pokrytou pfedem pfipravenym, nékolik nanometrd
tenkym uhlikovym filmem. Thned po nakapnuti byla pre-
bytec¢na kapalina zespodu rychle odséata prouzkem filtrac-
niho papiru, pro minimalizaci morfologickych zmén vzor-
ku. TEM sitky byly dosuSeny pfilaboratorni teploté po
dobu jedné hodiny. Za vyse popsanych experimentalnich
podminek se pozadi (uhlikovy film) jevi jako svétlé, za-
timco nanocastice (formulace vceliho propolisu) jsou
tmavsi.

Vysledky a diskuse

Charakterizace samoasociovaného systému

Velikost precipitovanych ¢astic a miru polydisperzity
ilustruje obr. 1. V pribéhu fedéni se hydrodynamicky pri-
mér prakticky neméni — formulace vykazuji hodnoty Dy
priblizné 240 nm pro malo fedéné formulace (fedéni 10
a 20), resp. 150 nm pro formulace pfipravené vyssim rede-
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Obr. 1. Typicka distribuce objemu (V) precipitovanych ¢astic
(DLS). Formulace PA-40-10
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Obr. 2. Zavislost hydrodynamického priméru (Dy) na fedéni.
Formulace pfipravené fedénim ethanolického extraktu propolisu
ptipraveného z 80% EtOH

nim (30 a vice). Dy malo fedénych formulaci (fedéni 10
a 20) jsou znac¢né vychyleny od trendu (obr. 2, tab. I), kte-
ry se unasledujicich formulaci projevuje. Soucasné jsou
tyto malo fedéné formulace nachylné k agregaci a vzniku
sekundarnich ¢astic behem nékolika hodin po ptiprave.
Kyselé pH a negativni hodnoty zeta potencialu ¢astic
(viz tab. I) koresponduje s charakterem slozek propolisu.
Meéteni SLS (obr. 3) poskytlo hodnotu druhého virial-
niho koeficientu 4, =-3,056- 10™'° mol dm’ g’2 a hodnotu
poméru Rg/Ry = 0,787. Druhy viridlni koeficient obecné
poskytuje informace o interakcich rozpoustédlo-Castice,
jeho zaporna hodnota indikuje $patné rozpoustédlo vuci
Casticim a souCasné prevladajici vliv pfitazlivych sil mezi
Casticemi. Hodnota A4, tak vysvétluje vznik rozmérové
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Obr. 3. Diagram dle Berryho. Vyhodnoceni SLS koncentracni
tady 0,030-0,089 mg ml™' suginy (tj. rozsah fedéni piiblizné 660—
1800) ve formulaci pfipravené fedénim extraktu ptipraveného
z 80% EtOH; K je soubor optickych konstant charakterizujici
danou soustavu z hlediska optickych parametri, ¢ hmotnostni
koncentrace, R Rayleightiv pomér, ¢ rozptylovy vektor, jednotkou
svislé osy je \/mol/g
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Tabulka I
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Srovnani pH, hydrodynamického priméru (Dy) a zeta potencialu (§) se smérodatnymi odchylkami (SD) u vybranych for-
mulaci pfipravenych z regionalné odlisnych vzorki surového propolisu

Formulace * pH Dy = SD ° [nm] ¢+ SD [mV]
PA-40-10 3,86 254,7+6,1 ~17,9+ 0,4
PB-40-10 3,73 2324+ 1,0 ~23,0+0,7
PC-40-10 3,78 277,5+2,6 ~28,4+0,8
PD-40-10 3,78 323,0+ 10,6 ~7,840.8
PE-40-10 3,96 237,6+0,8 24,8402
PA-80-50 4,11 120,903 ~32,1 40,7
PB-80-50 4,12 144,1+0,7 ~26,5+0,5
PC-80-50 4,19 145,5 + 0,6 -29,5+0,3
PD-80-50 4,05 176,8+ 0,3 ~29,4+0,9
PE-80-50 4,10 1442 £ 1,1 ~26,9+ 1,0

* Pismenna zkratka v oznadeni formulace odliSuje regionalni pivod vzorkt propolisu, &islo uvedené za zkratkou odpovida

objemovému zlomku ethanolu, pouZitého pro ptipravu EEP a posledni &islo udava miru nafedéni formulace; °

datné odchylka

odlisnych ¢astic vmalo fedénych formulacich (obr. 4)

a soucasn¢ zmifiovanou destabilizaci starSich nanodisperzi.

Pomér RgRy (shape factor) blizky hodnoté 0,775 indikuje

homogenni kouli ve smyslu charakteru Gastice'.

Analyza TEM potvrdila vySe diskutované vysledky,
tj. precipitaci dochazi ke vzniku plnych kulovych castic
(obr. 5), jejichz pramér koresponduje s hodnotami Dy
ziskanymi pomoci DLS. Mikrofotografie TEM malo nafe-
dénych formulaci ukazuji tvorbu agregatl (obr. 4) pozoro-
vanou na DLS jako velikostné odlehlé Castice.

Obecné lze fici, ze snimky ukazuji v zésadé¢ tfi typy
struktur:

— tmavé sférické Utvary o rozmérech fadové ve stovkach
nanometrl, objemoveé majoritni slozka, pravdépodob-
né nanocastice pryskyfi¢né slozky propolisu,

— hranaté ostie ohrani¢ené nanocastice, Casto s paralel-
nimi prouzky svéd¢icimi o pfitomnosti krystalické
faze' — pravdépodobn& nanokrystaly vzniklé vykrys-

-
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Obr. 4. Mikrofotografie desetkrat nafedéné formulace PA-40-
10. Krystality (vlevo), resp. agregaty nanocastic (vpravo)

SD — sméro-
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Obr. 5. Mikrofotografie padesatkrat nafedéné formulace PA-
80-50. Nanocastice s difuzni strukturou na pozadi

talizovanim nizkomolekularnich slozek propolisu
nebo rozpustnych anorganickych piimési,

— difuzni amorfni neostfe ohrani¢ené struktury — prav-
dépodobné nekrystalizujici ¢i Spatné krystalizujici, ve
vod¢ rozpustné frakce propolisu, pfipadné¢ i organické
necistoty.

Vliv regionéalniho puvodu

Formulace pfipravené ze sledovanych vzorki surové-
ho propolisu byly podrobeny vzajemnému srovnani
z hlediska pH, hydrodynamického priméru a zeta potenci-
alu, pticemz sledovany byly vzdy formulace pfipravené
desetindsobnym natfedénim ethanolového extraktu pfipra-
veného ze 40% (v/v) EtOH a padesatinasobnym nafedénim
extraktu pfipraveného z 80% (v/v) EtOH.

Hodnoty sledovanych veli¢in se napfi¢ vzorky lisi jen
mirné (tab.I). Lze tedy fici, Ze aZ na drobné odchylky
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sledované veli¢iny, resp. formulace, fadové odpovidaji
ostatnim formulacim v ramci daného fedéni.

Zavér

Redénim ethanolickych extrakti propolisu dochazi
k nanoprecipitaci, dispergované ¢astice vykazuji hydrody-
namicky pramér ptiblizné 240 nm, resp. 150 nm pro malo,
resp. vice fedéné (30 a vice) formulace. Céstice 1ze oznait
za homogenni koule, pfi¢emz pouzité metody pro popis
charakteru a velikosti ¢astic (SLS, DLS, TEM) navzajem
konfirmovaly jimi poskytnuté vysledky. Kromé téchto
nanocastic jsou na snimcich TEM vidét i nanokrystality
a difuzni struktury; pravdépodobné se jednalo o mikro-
skopické necistoty a ptimési ve vzorku.

Vlastnosti formulaci se v zévislosti na regiondlnim
puvodu studovanych vzorkt propolisu fadové nelisily a ve
vétsing pripadi stejné fedénych formulaci si s ohledem
na opakovatelnost ptipravy formulaci vzajemné korespon-
dovaly.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR ¢
P208/10/1600, grantu AV CR & M200501201 a grantu
TACR ¢ TA04020318.
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Characterization of Drug Forms of Bee Propolis

Propolis is a resinous bee product possessing various
interesting pharmacological properties which is widely
used in traditional medicine for its broad spectrum of phar-
macological effects. It is used in a wide range of dosage
forms such as tinctures, gargles, pills and capsules, while
the mentioned solid forms are also used in dietary supple-
ments. Preparation of gargles by diluting tinctures with
water leads to nanoprecipitation and the propolis droplets
are dispersed in the self-associated system. The goal of
this study was to describe precipitated nanoparticles of bee
propolis depending on their character in terms of dynamic
and static light scattering and other physicochemical meth-
ods.



