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a propoli e stato forse uno dei primi
Lprodotti naturali utilizzato dall'uomo

per la salute. Il nome, di derivazione
dal greco antico (np0 moug, letteralmente
“a difesa della citta”), e descrittivo del
ruolo che questa sostanza resinosa ha
nella protezione dell‘alveare: prevenire la
contaminazione da batteri, virus o paras-
siti; evitare la decomposizione di intrusi
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occasionalmente morti al suo interno
grazie al suo potere antisettico; venire
applicata come cemento dalle api per
sigillare crepe o spazi aperti.

UNA MATRICE COMPLESSA,
CONOSCIUTA SIN DALL’ANTICHITA,
MA ANCORA NON COMPLETAMENTE
DEFINITA

Esistono testimonianze storiche della
raccolta e dell’utilizzo della propoli da
parte degli antichi Egizi, dei Persiani
e dei Romani. Gli Egizi hanno rappre-
sentato api intente a produrla su vasi
e altri oggetti: ne sfruttavano le pro-
prieta antiputrefattive per I'imbalsama-
zione delle salme e la utilizzavano come
rimedio per alleviare molti disturbi.
Nell’Antico Testamento é il balsamo
medicinale, tsori; le sue proprieta tera-
peutiche sono invocate nel libro di Geremia (versetti
8.22, 46.11 e 51.8). | Greci usavano la propoli insieme
ad altre resine come Olibano e Benzoino, e ad essenze
aromatiche per la preparazione di profumi. Diversi autori
greci e romani hanno lasciato scritti sulle preparazioni e
I'applicazione della propoli; il cosiddetto terzo prodotto
naturale delle api accanto a miele e cera. Ippocrate la
indica per la cura di ferite e ulcere, sia esterne sia interne.
Nel Medioevo e tra i medici arabi la propoli veniva usata
come antisettico e cicatrizzante nel trattamento delle
ferite, e come disinfettante per la bocca. Dioscoride,
in De materia medica, ne cita le sue proprieta espetto-
ranti; Plinio il Vecchio, nella sua famosa Naturalis histo-
ria, parla del sollievo che la propoli porta per le malat-
tie da raffreddamento e del suo effetto cicatrizzante.
Azione nota anche agli arabi, poiché Avicenna descrive
una “cera nera” usata contro il freddo e come rimedio
contro eczemi, mialgia e reumatismi. L'uso della propoli
come protezione dai malanni del freddo, disinfettante
e cicatrizzante continuo anche nelle epoche successive,
e le farmacopee londinesi del XVII secolo elencano la
propoli tra le droghe medicinali riconosciute. La propoli
era conosciuta anche da popoli lontani, dalle civilta del
Vecchio Mondo: é testimoniato I'uso da parte degli Inca
come agente antipiretico.

Studi recenti hanno confermato le numerose proprieta
della propoli (1): anticariogenica (2), antimicrobica (3),

A Un’ape nell’arte giapponese

A Raffigurazione egizia

antinfiammatoria (4), antiossidante
(5), immunostimolante (6), antivirale
(7), antitumorale (6), epatoprotettiva
(8), antifungina (9) e antibatterica (10);
quindi e stata oggetto di un crescente
interesse scientifico a causa della sua
vasta gamma di proprieta biomediche.
Un moderno approccio salutistico rac-
comanda questo prodotto apistico
principalmente per aumentare I'immu-
no-resistenza naturale. Oggi la propoli
¢ disponibile come prodotto commer-
ciale, naturale o spesso come prodotto
purificato in cui é stata rimossa la cera.
E ampiamente diffusa sul mercato
come macerato o estratto idroalcolico
o glicolico, in polvere o in altre formu-
lazioni, in forma pura o combinata con
altri derivati vegetali: capsule, pastiglie,
unguenti, creme e collutori. Oltre che
come ingrediente negli integratori, ha impiego nella
formulazione di cosmetici.

Nonostante tale diffuso e storico utilizzo, non esistono
ancora standard internazionali di qualita per questo pro-
dotto (11) e anche la Comunita europea non ha ancora
creato una precisa referenza merceologica, ragione per
la quale e difficile determinarne i valori di mercato.

VARIABILITA DELLA PROPOLI

In effetti gli scienziati si sono interessati all'investiga-
zione dei costituenti e delle proprieta biologiche della
propoli negli ultimi decenni (12), ma & un fatto ricono-
sciuto che, poiché le api usano la vegetazione a loro
disposizione per creare la propoli, la sua composizione
presenti un‘alta variabilita. Va tenuto presente che le
api raccolgono ed elaborano i loro prodotti a proprio
vantaggio e che gli esseri umani traggono beneficio dal
duro lavoro di questi insetti. Se ci prendiamo cura di
collocare I'apiario in un luogo ricco di fonti alimentari e
materiali di cui hanno bisogno, allora abbiamo api sane
che contribuiscono all'impollinazione e al mantenimento
della biodiversita. La posizione dell’apiario influenza le
caratteristiche di tutti i prodotti delle api; sono molti i
fattori alla base della complessita chimica della propoli,
ad esempio l'origine fito-geografica, il momento della
raccolta e il tipo di foraggiamento delle api. Molti studi
comparativi hanno confrontato la propoli raccolta da
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gemme differenti o da altri organi vegetali. Le migliori
fonti di propoli sono: Pioppo, Salice, Betulla, Olmo,
Ontano, Faggio, conifere varie e Ippocastano. La com-
posizione chimica complessa della propoli € la causa
pill importante di molte delle sfide analitiche e dei pro-
blemi di standardizzazione di questo rimedio naturale.
In letteratura vengono citati diversi tipi di propoli (propoli
di pioppo, betulla, “del Pacifico” e “delle Canarie”) e
proposte anche delle classificazioni a seconda del colore
(verde, rosso, marrone ecc.). Tuttavia, a partire dagli
studi preliminari e stato facile intuire come piccole varia-
zioni bioclimatiche portino a notevoli cambiamenti fisici
e chimici, anche in aree ristrette come il Nord lItalia.

L'ESIGENZA DI UN’ANALISI POLISTRUMENTALE

In generale la propoli viene caratterizzata definendo
il contenuto di alcune classi di metaboliti secondari.
Il contenuto di fenoli totali pud essere determinato
per via colorimetrica utilizzando il metodo di Folin-
Ciocalteu, mentre uno dei metodi ampiamente utiliz-
zati nella valutazione dell’attivita antiossidante della
propoli (13) e basato sul saggio che sfrutta la riduzione
del radicale 2,2-difenil-1-picrilidrazile (DPPH) da parte
dell'antiossidante.

Tuttavia, come abbiamo visto, la sua composizione puo
variare enormemente in base alle condizioni ambien-
tali. Una descrizione generica delle proprieta antiossi-
danti e la definizione dei fenoli e dei flavonoidi totali,
nonostante dia un dato generale dell’attivita biologica
della propoli, spesso non & caratterizzante di tutte le
sue proprieta. Tradizionalmente, il metodo di estrazione
e |'estrazione idroalcolica, che si @ dimostrato essere
il metodo piu efficace, nonché il piu utilizzato data

I'innocuita dei solventi; per questo e anche il metodo
di estrazione pit comunemente utilizzato anche a scopi
sperimentali.

La propoli @ uno dei prodotti apistici piu affascinanti,
sicuramente un fattore chiave per il successo del supe-
rorganismo dell'alveare, e la sua complessita chimica
rappresenta una grande sfida alla conoscenza della sua
costituzione e dell’attivita biologica connessa.

La composizione chimica complessa, in particolare la
polarita dei componenti, rende difficile I'applicazione di
una singola tecnica analitica alla sua caratterizzazione e
standardizzazione: ad oggi & ancora necessario il con-
fronto dei dati restituiti da diversi strumenti analitici per
lo studio della composizione della propoli.

Molto spesso i composti fenolici che la caratterizzano
non vengono singolarmente quantificati e anche il loro
contenuto totale trova un ampio intervallo in lette-
ratura. Le tecniche cromatografiche strumentali per-
mettono di quantificare i composti singoli, tuttavia é
difficile utilizzarli come metodi di routine a causa del
costo elevato e alla variabilita della matrice. La scelta
degli standard € molto complessa: la propoli ligure pud
risultare completamente diversa da una della zona del
comasco e ogni volta e necessario uno studio prelimi-
nare qualitativo per individuare i composti principali.
Tecniche avanzate di cromatografia liquida accom-
pagnata a spettrometria di massa ad alta risoluzione
(LC-HRMS) e studi di metabolomica possono essere
abbastanza descrittivi, grazie al fatto che posso indivi-
duare marcatori molecolari presenti anche a bassissima
concentrazione.

Un’altra importante componente della propoli, spesso
poco considerata, € rappresentata dai composti organici
volatili (VOCs) che comprendono diversi
terpeni e terpenoidi dall'importante atti-
vita biologica, che possono essere quanti-
ficati con I'utilizzo di tecniche di gascroma-
tografia-spettrometria di massa (GC-MS)
accompagnate da microestrazione in
fase solida (SPME). Quest'ultima tecnica
permette |'estrazione della componente

<« Preparazione delle analisi speftrofotometriche

dell’attivita antiossidante misurata come FRSA (Free
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contro i radicali liberi della propoli rispetto alla
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volatile di una matrice evi-
tando alcuni aspetti nega-
tivi come la maggiore mano-
dopera e maggiori tempi di
analisi, nonché la degrada-
zione di volatili durante i pro-
cessi di idrodistillazione e pre-
parazione degli oli essenziali
della propoli.

evidenzia la collocazione degli apiari sull’ Appennino e in

LA CARATTERIZZAZIONE

DI UNA PROPOLI MONTANA
(APPENNINO LIGURE) VERSUS UNA PROPOLI

DELLA PIANURA PADANA

Nel caso studio effettuato dal gruppo di lavoro del
Centro di Ricerca Coordinato di Studi per la Montagna
(CRC Ge.S.Di.Mont.) dell’Universita degli Studi di
Milano, la propoli & stata caratterizzata sia con metodi
fisico-chimici e spettrofotometrici sia con tecniche
di indagine piu approfondite come la cromatografia
liquida ad alte prestazioni (HPLC) e la cromatografia
liquida associata alla spettrometria di massa a trap-
pola ionica (Orbitrap LC-MS), la gascromatografia asso-
ciata a spettrometria di massa e microestrazione in fase
solida (SPME/GC-MS) e la risonanza magnetica nucle-
are (NMR). Le tecniche utilizzate sono ampiamente
descritte nel lavoro scientifico recentemente pubbli-
cato dalla rivista Molecules, Effectiveness of Different

pianura a livello del mare

» Balsamo estratto dalla propoli, in questo caso da uno dei campioni

appenninici

A Area di campionamento con evidenziati la collocazione
dei due apiari oggetto di studio: Visone nella valle del Po e
Ponzone sull’ Appennino Ligure

» l'azienda apistica Terra di Mezzo. Il simbolo aziendale

AZIENDH AGRICOLA
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Analytical Methods for

the Characterization of Propolis: A Case of Study in
Northern Italy (14), e realizzato nell’ambito del progetto
[talian Mountain Lab e della convenzione UNIMONT-
DARA (Dipartimento degli Affari Regionali).

| campioni di propoli sono stati donati dall’azienda
apistica Terra di Mezzo (AL) e raccolti con il metodo
delle retine, che consiste nel piazzare una rete nell’ar-
nia tra il melario e la copertura, in modo che le api
siano indotte a “tappare” gli spazi con la propoli. La
propoli e stata raccolta con un campionamento rando-
mizzato in due stazioni dell’azienda apistica distanti 25
km: una a Visone (AL; quota: 100 m s.I.m.; Latitudine:
44°35 21 N; Longitudine: 8°27 37 E) nella pianura ales-
sandrina, nella valle del Po (pianura), e I'altra a Ponzone
(AL; quota: 550 m s.I.m.; Latitudine: 44°39 46 N;
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A Cromatogrammi delle analisi HPLC; si vede la complessita della

matrice con numerosi picchi
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X1 = Methylacetate
X2 = 2,4-Dimethyl-1-heptene
X3 = Metilpropanoate
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A PCA (Principal Component Analysis) dei diciotto composti trovati in

quantita significativamente differenti nel profilo dei volatili

Longitudine: 8°30 06 E) sull’Appennino Ligure (mon-
tagna). Le due aree appartengono all’ecoregione delle
Alpi Marittime e presentano un clima continentale sub-
mediterraneo temperato.

Il contenuto in fenoli, flavoni e flavonoli totali, e I'atti-
vita contro i radicali liberi (misurata come FRSA, Free
Radlical Scavenging Activities) non & cambiato signifi-
cativamente tra montagna e pianura: il valore medio
del contenuto di flavonoidi totali & stato 32,14 + 4,38
mg/g per la propoli appenninica e 26,91 + 4,31 mg/g
per la pianura; il valore medio dei fenoli totali e risultato
24,42 + 11,67 per i campioni di montagna e 236,32 +
40,92 mg/g per la pianura, e tali contenuti hanno con-
fermato un‘analoga attivita antiossidante (FRSA 45,01%
+ 1,39 per I'Appennino e 46,44 + 0,96 per la pianura).
Per guanto riguarda alcuni composti fenolici singoli, &
stato possibile quantificare tramite HPLC a tre diverse
lunghezze d'onda: la pinocembrina e stata quantificata
a una lunghezza d’'onda di 375 nm, gli acidi caffeico,
m-coumarico e ferulico sono stati quantificati a 325 nm,
mentre il p-coumarico e il trans-cinnamico sono stati
monitorati a 295 nm. In montagna sono stati trovati
presenti principalmente I'acido p-coumarico, m-couma-
rico e ferulico, mentre in pianura l'acido trans-cinnamico
é risultato essere il principale acido fenolico.

Il profilo dei composti volatili @ molto simile per le due
tipologie di propoli e si e distinto quantitativamente
solo per 18 composti sui 60 individuati. Nei campioni
di pianura sono stati ritrovati in quantita significativa-
mente piu elevata composti come il B-linalolo, la cinna-
maldeide, I'a-copaen-11-olo, I'acetocinnamone, I'alcol
cinnamilico, I'a-eudesmolo e B-eudesmolo. Nei cam-
pioni dell’Appennino Ligure, invece, sono stati trovati
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A le due propoli “scure” analizzate; gia dalla tonalita del colore &

visibile una certa differenza

significativamente presenti in quantita piu elevate due
sesquiterpeni, la cui struttura non e stata ancora defi-
nita nel dettaglio. Per entrambi i tipi di propoli, alcuni
composti significativi (presenti in percentuale supe-
riore all’1% di tutti i volatili) si sono rivelati il B-linalolo,
I'alcol cinnamico, la cinnamaldeide, il B-eudesmolo e il
§-cadinene.

UNA RACCOLTA SELETTIVA DA PARTE DELLE API?

| due composti a-eudesmolo e B-eudesmolo, trovati
significativamente piu alti nella propoli di Visone nella
valle del Po, sono attribuiti, grazie a studi comparativi,
alle resine provenienti dalle gemme di Populus nigra L.
(Pioppo Nero) (15), il quale rappresenta una delle risorse
botaniche principali per la produzione della propoli
nelle zone temperate, tant'é che la propoli viene defi-
nita “di pioppo” o scura/marrone. La presenza ingente
di eudesmolo & stata proposta essa stessa come carat-
tere distintivo di alcune propoli (16). Molti altri composti
volatili ritrovati durante la ricerca sono stati preceden-
temente attribuiti da altri lavori alla propoli di Pioppo
Nero. Il Pioppo cresce nelle zone perifluviali della valle
del Po, quindi si pud presupporre che le api provenienti
dall'apiario di Visone abbiano cercato questa essenza
arborea. Allo stesso modo, i flavonoidi e gli esteri dell’a-
cido cinnamico sono i maggiori costituenti della propoli
delle zone temperate ricche di piante di Pioppo Nero
e nella nostra ricerca il profilo di composti volatili della
propoli di Visone si & caratterizzato per la maggiore pre-
senza di cinnamaldeide, acetocinnamone e alcol cin-
namilico. La propoli di Ponzone nell’Appennino Ligure
si e distinta, invece, per la maggiore presenza di due
sesquiterpeni sconosciuti che sono stati probabilmente



o SCIENZA E TECNICA

raccolti su altre essenze botaniche e che, per le api,
potevano portare la propoli ad avere le medesime fun-
zioni biologiche in assenza di grandi quantita di gemme
di Pioppo Nero. Questo dato risulta molto interessante
e dimostra come le api trovino nell'ambiente le materie
prime per elaborare la propoli e utilizzarla al meglio per
proteggere il loro alveare da contaminazioni batteri-
che e fungine (17). La scarsa presenza di terpeni come
il pinene, caratteristico delle conifere, potrebbe essere
dovuta alla poca presenza di queste piante nell'area di
studio o anche al fatto che le api raccolgono le resine
dalle gemme di conifere solo quando altre risorse non
sono presenti in quantita sufficiente (18).

Per quanto riguarda l'analisi NMR, la propoli si e rive-
lata una matrice molto complessa, con la presenza e
la sovrapposizione di molti segnali ascrivibili a compo-
sti simili. Cio nonostante, sono stati identificati vari fla-
vonoidi e acidi fenolici. Si sono rivelate risonanze spe-
cifiche attribuibili agli esteri fenolici del glicerolo come
1,3-di-p-cumaril-2-acetil-glicerolo e 1,3-diferulil-p-cu-
maril-glicerolo, ulteriormente confermate dalle analisi
tramite cromatografia liquida accompagnata da una
spettrometria di massa a trappola ionica Orbitrap. Con
guesta tecnica é stato individuato in tracce, nelle propoli
dei due apiari, il CAPE (I'estere fenilico dell’acido caf-
feico), un importante composto bioattivo.

L'analisi in HPLC-Q-Exactive-Orbitrap®-MS, accompa-
gnata dall'utilizzo del Software Compound Discoverer™
(CD), ha permesso la profilazione delle due propoli indi-
viduando 90 composti ed evidenziando diverse molecole
caratterizzanti la propoli appenninica di Ponzone piutto-
sto che quella di pianura intorno a Visone. Gran parte
dei fenoli ritrovati, in particolare I'acido trans-cinnamico,

A Un esempio di come i composti caratterizzanti possono essere asso-

ciati a determinate piante: il beta-eudesmolo risulta caratteristico della

propoli di Pioppo Nero

hanno confermato la propoli della pianura come appar-
tenente al tipo di “propoli di pioppo” oltre che propoli
“marrone” tipica delle aree continentali europee. Per
quanto riguarda la propoli dell’Appennino, si & distinta
per la presenza incisiva degli esteri fenolici del glicerolo.
Ad oggi mancano studi sistematici della propoli di aree
esenti dalla presenza del Pioppo Nero. Di 114 campioni
di propoli analizzati in uno studio pan-europeo, solo
17 provenivano da zone “nordiche e montane” (19).
In tale studio é stato verificato come queste propoli di
aree montane contenessero sensibilmente meno poli-
fenoli tipici della propoli di pioppo ma avessero, nono-
stante questo, la stessa attivita biologica.

Nel nostro studio, i composti caratterizzanti la propoli di
Ponzone sono stati identificati in maniera complemen-
tare dalle tecniche HPLC-Q-Exactive-Orbitrap®-MS e
NMR. Tali composti, ovvero gli esteri fenolici del glicerolo,
erano stati isolati da propoli proveniente dal nord della
Russia (20) e da essudati del Populus tremula L. (Pioppo
Tremulo), che quindi puo essere un‘importante fonte di
resine in assenza del Pioppo Nero. Questi composti sono
stati ritrovati anche nella propoli di una zona montana in
Svizzera a 700 m.s.l.m., dove erano presenti diverse aree
boschive caratterizzate dal Pioppo Tremulo (21). Il Pioppo
Tremulo cresce nella zona collinare-montana oggetto di
studio e in generale negli Appennini e nelle Alpi, in parti-
colare nei campi abbandonati dove forma una comunita
dell'alleanza fitosociologica Sambuco-Salicion capreae
(22). Questo tipo di vegetazione si sta espandendo sia
nelle Alpi sia negli Appennini, a causa dell'abbandono
delle pratiche agricole (23).

LA PROPOLI E UN IMPORTANTE PRODOTTO APISTICO
DA CARATTERIZZARE E DA VALORIZZARE

Il nostro studio ha confermato che la definizione del
“tipo” di propoli in base all’area di bottinatura & un
aspetto importante nel controllo della qualita della
propoli e che le api scelgono al meglio le risorse in loco
per proteggere il loro alveare. Inoltre, &€ importante un
approccio integrato utilizzando diverse tecniche anali-
tiche per descrivere pienamente questo prodotto api-
stico assai complesso, uno dei piu affascinanti che il
duro lavoro delle api fornisce all'uomo e sicuramente
un fattore chiave del successo del “super-organismo
alveare”.

Le conoscenze riguardanti la propoli hanno registrato
un‘importante evoluzione nel tempo, grazie agli studi
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A Ape bottinatrice ( @ Fritz Geller-Grimm)

esaustivi sulla sua composizione chimica e le sue atti-
vita biologiche. Negli anni Sessanta, per esempio, si
credeva che la composizione della propoli fosse piut-
tosto costante (24) e che le analisi spettrofotometri-
che fossero abbastanza descrittive di questa matrice
cosl complessa. Negli ultimi dieci anni, invece, l'ana-
lisi di un gran numero di campioni di diverse aree geo-
grafiche ha rivelato che la composizione della propoli
varia a seconda della vegetazione, della stagione, delle
condizioni ambientali e del sito di raccolta (24), e che
la standardizzazione di questo prodotto e decisamente
sfidante.

Nel nostro studio una variazione di pochi chilometri ha
portato a dei cambiamenti notevoli nella composizione
di questo prodotto, anche se si trattava di propoli del
tipo “scuro” o marrone. Le analisi qualitative tramite
HPLC-Q-Exactive-Orbitrap®-MS e NMR si sono rivelate
fondamentali per scoprire i dettagli sulla composizione
di questo prodotto apistico e salutistico affascinante.
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