
 

fattore  in  diverse malattie  neurodegenerative,  come  le  sindromi  di Alzheimer  e  Parkinson,  tipiche 

delle persone anziane. Nel cervello di malati di Alzheimer e Parkinson, infatti, è stato osservato un più 

elevato livello di stress ossidativo, rispetto ad individui sani della stessa età [3]. 

Il  processo  dell’invecchiamento  può  essere  considerato  un  progressivo  declino  delle  funzioni 

fisiologiche  dell’organismo.  Secondo  la  teoria  proposta  da  Harman  nel  1956  [10]  la  causa 

dell’invecchiamento è da  imputare all’ossigeno:  in condizioni normali,  il passaggio di elettroni dalle 

catene  di  trasporto  elettronico  all’ossigeno,  che  porta  alla  formazione  di  anione  superossido,  è 

limitato ed  i meccanismi di  riparazione degli eventuali danni provocati dai ROS  sono efficienti. Tali 

meccanismi  sembrano  però  diventare  meno  efficaci  con  l’età:  numerosi  studi  hanno  riportato 

accumulo di  8‐OH‐G,  biomarker per  la  valutazione del danno ossidativo, nel DNA mitocondriale di 

individui anziani [3]. 

1.1.6 LE RADIAZIONI ULTRAVIOLETTE 

Studi  epidemiologici,  clinici  e  di  laboratorio  hanno  dimostrato  come  la  radiazione  solare 

ultravioletta  sia  responsabile  dell’invecchiamento  prematuro  della  pelle  e  dello  sviluppo  di  tumori 

benigni e maligni, tra cui il melanoma [11].  

Le radiazioni ultraviolette, come già accennato, contribuiscono alla produzione di ROS: i raggi UVB  

(290‐320 nm) stimolano la produzione di O2
• ‐ attraverso l’attivazione dell’enzima NADPH ossidasi e le 

reazioni della catena respiratoria, mentre i raggi UVA (320‐400 nm) producono 1O2 attraverso reazioni 

foto‐indotte  con  cromofori  come  riboflavina  e  porfirina,  presenti  sulla  pelle.  Il  cromoforo  eccitato 

reagisce con ossigeno portandolo al suo stato di singoletto [12]. 

CR + h → CR 

CR + O2 → CR + 1O2 

CR: cromoforo 
 

Le  radiazioni  ultraviolette  sono  inoltre  in  grado  di  causare  mutazioni  al  DNA  direttamente, 

mediante un’interazione tra la radiazione stessa e le basi azotate. Gli effetti dei raggi UVB sul DNA si 

concretizzano  principalmente  con  la  formazione  di  fotoprodotti  dimerici  tra  basi  piramidiniche 

adiacenti [13], secondo il seguente schema di reazione. 
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Figura 1.28. Spettro di un idrazone (prodotto dalla reazione della 2,4‐dinitrofenilidrazina con l’acido piruvico).  
 

La  reazione  può  essere  sfruttata  per  determinare  i  flavonoidi  che  contengono  un  gruppo 

carbonile.  Come  nel  caso  del  metodo  dell’alluminio  cloruro,  alcune  sottoclassi  di  flavonoidi  non 

vengono rilevate [35]. 

1.4.4.4 METODO DELLA DNPH PER LA DETERMINAZIONE DELL’ACIDO ASCORBICO 

Il metodo è stato  introdotto da Roe et al e si basa sulla reazione tra  l’acido deidroascorbico e  la 

2,4‐dinitrofenilidrazina (DNPH), secondo quanto illustrato nel paragrafo precedente. L’idrazone che si 

forma si dissolve  in acido solforico ed assume una colorazione rossastra, con un picco di assorbanza 

tra i 500 ed i 550 nm [36]. Per ottenere una quantificazione della vitamica C è ovviamente necessario 

ossidare  preventivamente  l’acido  ascorbico  a  deidroascorbico,  in modo  che  possa  partecipare  alla 

reazione con DNPH: l’ossidante più comunemente utilizzato è il 2,6‐diclorofenolo‐indofenolo [37]. 
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1.5 Studio delle interazioni di membrana 

L’azione di chain‐breaking di molecole con proprietà antiossidanti è tanto più efficace quanto più 

l’antiossidante  si  posiziona  nelle  immediate  vicinanze  del  sito  di  reazione,  ovvero  all’interno  del 

doppio strato  lipidico nel caso della perossidazione  lipidica. La penetrazione di molecole  idrofobiche 

nel  doppio  strato  lipidico  può,  d’altra  parte,  comportare  modificazioni  anche  sensibili  delle 

caratteristiche  strutturali  e meccaniche  del  doppio  strato  lipidico. Nel  corso  dell’attività  di  ricerca 
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Figura 2.1. Formula di struttura della catechina. 

 

Per  alcuni  campioni  di  propoli  sono  state  inoltre  studiate  le  interazioni  con  la  membrana 

applicando i metodi descritti nel paragrafo 1.5. Seguono le condizioni dettagliate per ciascun metodo 

utilizzato. 

2.3.1 INIBIZIONE DELLA PEROSSIDAZIONE LIPIDICA (IPL) IN MICELLE DI SDS 

Tra le diverse varianti del saggio dell’inibizione della perossidazione lipidica viene scelto il metodo 

di misura del consumo di ossigeno con elettrodo di Clark nella perossidazione di acido linoleico (LA) in 

micelle di sodiododecilsolfato  (SDS). Si effettuano dunque misure di  intensità di corrente, che sono 

proporzionali alla concentrazione di ossigeno,  in una soluzione termostatata a 37°C e contenente 50 

mM SDS e 10 mM LA  in tampone sodio/fosfato 50 mM, a pH 7.4 [17]. L’andamento del consumo di 

ossigeno durante la misura viene schematizzato in Figura 2.2.  

 

tratto C

tratto B

tratto A

[O
2]

antiox

ABIP

t
 

Figura 2.2. Andamento schematico del consumo di ossigeno, durante una misura di inibizione della perossidazione lipidica. 
Tratto A: linea di base, in assenza di ABIP o antiossidante. Tratto B: consumo di ossigeno in presenza di ABIP ed assenza di 

antiossidante. Tratto C: consumo di ossigeno in presenza di ABIP e antiossidante. 
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In una soluzione contenente SDS 50 mM ed LA 10 mM  in  tampone, non si osservano variazioni 

nella concentrazione di ossigeno nel tempo (Tratto A del grafico di Figura 2.2). Quando  si inserisce in 

cella 2,2′‐azobis[2‐(2‐imidazolin‐2‐il)propano] (ABIP) (4 mM in soluzione), prende avvio la reazione di 

perossidazione lipidica e si osserva un calo dell’intensità di corrente, indice di consumo dell’ossigeno 

disciolto (Tratto B); successivamente, all’aggiunta del campione con proprietà antiossidanti, si osserva 

una  diminuzione  della  pendenza  della  curva  (Tratto  C),  corrispondente  ad  un  rallentamento  nella 

velocità di reazione di consumo di ossigeno. Le pendenze delle curve nei tratti B e C corrispondono 

alla  velocità  di  reazione  rispettivamente  in  assenza  ed  in  presenza  di  antiossidante.  L’entità  della 

diminuzione  di  velocità,  causata  dalla  presenza  in  soluzione  del  campione,  è  un  indice  del  potere 

antiossidante del campione stesso e viene quantificata come % di inibizione: 

100
v

vv
inibizione%

ABIP

AOABIP 



 

ove vABIP è la velocità di reazione in presenza di ABIP e assenza di antiossidante e vAO è la velocità di reazione in presenza di 
ABIP e di antiossidante. 

 

Il  potere  antiossidante  del  campione  viene  invece  espresso  come  IC50,  che  rappresenta  la 

concentrazione di campione che determina un’inibizione del 50% della perossidazione  lipidica. A tal 

fine  vengono  effettuate  misure  a  diverse  concentrazioni  di  campione  e  viene  ricavato  per 

interpolazione il parametro IC50. Tutte le misure vengono effettuate in triplicato. 

2.3.2 METODO FOLIN‐CIOCALTEAU (FC) 

Si  prepara  una  soluzione  contenente  Na2CO3  al  3%,  reattivo  di  Folin‐Ciocalteau  al  5%  ed  il 

campione. Si misura l’assorbanza della soluzione a 784 nm, dopo 120 minuti dall’inizio della reazione. 

Il valore di assorbanza  ricavato viene convertito  in concentrazione utilizzando una  retta di  taratura 

precedentemente preparata con soluzioni a concentrazione nota di catechina. L’equazione della retta 

utilizzata  è A=0.0168∙C  (μM)  (A:  assorbanza;  C:  concentrazione).  Il  valore  di  concentrazione  che  si 

ricava  è  espresso  dunque  in  Catechina  Equivalente  (CE).  Tutte  le  misure  vengono  effettuate  in 

triplicato. 

2.3.3 METODO DPPH 

Si utilizza  la variante del metodo del DPPH per via spettrofotometrica. Si effettua una misura di 

assorbanza a  lunghezza d’onda 518 nm  in una soluzione contenente DPPH 125 μM  in etanolo ed  il 

campione,  dopo  60 min  dall’inizio  della  reazione.  Il  valore  ricavato  deve  essere  confrontato  con 

l’assorbanza  del  bianco,  ossia  del  DPPH  125  μM,  senza  campione.  Il  termine  dh/h0  (diminuzione 

dell’assorbanza, normalizzata per  l’altezza del picco del bianco)  viene  convertito  in  concentrazione 

utilizzando una retta di taratura di equazione dh/h0=0.0352∙C (μM), precedentemente preparata con 

soluzioni  a  concentrazione  nota  di  catechina.  Il  valore  di  concentrazione  che  si  ricava  è  espresso 

dunque in Catechina Equivalente (CE). Tutte le misure vengono effettuate in triplicato. 

2.3.4 METODO ENZIMATICO 

Si effettua una misura di assorbanza a  lunghezza d’onda 490 nm  in una soluzione contenente 4‐

amminofenazone 3 mM in tampone potassio/fosfato 0.1 M (pH 8.0), HRP 0.167 μM, H2O2 2 mM ed il 

campione,  dopo  10 minuti  dall’inizio  della  reazione,  a  22°C.  Il  valore  di  assorbanza  ricavato  viene 

convertito  in  concentrazione  utilizzando  una  retta  di  taratura  di  equazione  A=0.0083∙C  (μM), 
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precedentemente  preparata  con  soluzioni  a  concentrazione  nota  di  catechina.  Il  valore  di 

concentrazione di polifenoli che si  ricava è espresso dunque  in Catechina Equivalente  (CE). Tutte  le 

misure vengono effettuate in triplicato. 

2.3.5 METODO ABTS 

Il radicale ABTS•+ viene preparato per reazione tra ABTS 7 mM e potassio persolfato (K2S2O8) 2.45 

mM in acqua. La soluzione viene mantenuta al buio per almeno 12‐16 ore e successivamente diluita in 

tampone sodio acetato 0.1 M (pH 4.5). Si effettua una misura di assorbanza a lunghezza d’onda 734 

nm  in  una  soluzione  contenente  ABTS•+  117  μM  ed  il  campione,  dopo  6 minuti  dall’inizio  della 

reazione. Il valore ricavato deve essere confrontato con l’assorbanza del bianco, ossia dell’ABTS•+ 117 

μM in assenza di campione. Il termine dh/h0 (diminuzione dell’assorbanza, normalizzata per l’altezza 

del picco del bianco) viene convertito in concentrazione utilizzando una retta di taratura, di equazione 

dh/h0=0.0055∙C (μM),  precedentemente preparata con soluzioni a concentrazione nota di catechina. 

Il valore di concentrazione di polifenoli che si ricava è espresso dunque in Catechina Equivalente (CE). 

Tutte le misure vengono effettuate in triplicato. 

2.3.6 METODO ALLUMINIO CLORURO 

Si  effettua una misura di  assorbanza  a  lunghezza d’onda 430 nm di una  soluzione  contenente 

alluminio  cloruro  15 mM,  sodio  acetato  20 mM  ed  il  campione,  dopo  10 minuti  dall’inizio  della 

reazione. All’assorbanza misurata si sottrae quella del bianco, ossia di una soluzione in cui l’alluminio 

cloruro  è  sostituito  da  acqua  milli‐Q.  Il  valore  di  assorbanza  ricavato  viene  convertito  in 

concentrazione  utilizzando  una  retta  di  taratura  di  equazione  A=0.0215∙C  (μM),  precedentemente 

preparata con  soluzioni a concentrazione nota di quercetina, dato che  la catechina non  risponde a 

questo metodo. Il valore di concentrazione di flavonoidi che si ricava è espresso dunque in Quercetina 

Equivalente (QE). Tutte le misure vengono effettuate in triplicato. 

2.3.7 METODO DNPH PER I FLAVONOIDI 

Si prepara una soluzione contenente dinitrofenilidrazina (DNPH) 20 mM ed il campione, che viene 

mantenuta a 50°C per 50 minuti. Una volta raffreddata a temperatura ambiente alla soluzione viene 

aggiunto  un  uguale  volume  di  sodio  idrossido  1%  in metanolo  al  70%  e  incubata  a  temperatura 

ambiente per 2 minuti. Successivamente si diluisce  la soluzione 1:30 e si misura  l’assorbanza a 495 

nm.  La  concentrazione di DNPH  in  cella è dunque 0.33 mM.  Il  valore di  assorbanza  ricavato  viene 

convertito  in  concentrazione  utilizzando  una  retta  di  taratura  di  equazione  A=0.0056∙C  (μM), 

precedentemente  preparata  con  soluzioni  a  concentrazione  nota  di  naringenina,  dato  che  nè 

catechina né quercetina rispondono a questo metodo. Il valore di concentrazione di flavonoidi che si 

ricava  è  espresso  dunque  in Naringenina  Equivalente  (NE).  Tutte  le misure  vengono  effettuate  in 

triplicato. 

2.3.8 METODO DNPH PER L’ACIDO ASCORBICO 

Si  prepara  una  soluzione  contenente  2,6‐diclorofenolo‐indofenolo  (DCFI)  0.186  mM, 

dinitrofenilidrazina (DNPH) 10 mM, tiourea 13 mM ed il campione in acido ossalico circa 20 mM e si 

pone  in  bagnomaria  in  ebollizione  per  15 minuti.  Una  volta  raffreddata  in  bagno  a  ghiaccio  alla 

soluzione viene aggiunto un uguale volume di acido solforico all’85%. Si lascia a riposare per 15 minuti 

e si misura l’assorbanza della soluzione a 520 nm. All’assorbanza misurata si sottrae quella del bianco, 
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Capitolo 3    64  ‐ Proprietà antiossidanti del propoli 

Per  la  preparazione  delle  soluzioni  di  propoli  grezzo,  il  miglior  solvente  è  l’etanolo,  poiché 

permette di ottenere estratti di propoli in cui viene eliminata la parte cerosa e mantenuta la frazione 

polifenolica.  L’etanolo viene  comunemente usato  sia puro,  che  in  soluzioni acquose al 70%, 80% o 

95%  [50]. È   stata effettuata una breve valutazione per  la scelta della composizione del solvente di 

estrazione. 

Sono state preparate tre sospensioni con 5 g di propoli grezzo e 50 ml di etanolo al 60%, 80% e 

96%  rispettivamente.  Dopo  aver  lasciato  in  agitazione  per  24  ore,  si  è  separato  il  surnatante  dal 

residuo  solido  pastoso  depositato  sul  fondo,  costituito  per  lo  più  dalle  impurezze  provenienti 

dall’alveare. Il surnatante è stato filtrato e centrifugato per 30 minuti a 2000 giri, fino ad ottenere una 

soluzione limpida.  

L’estratto  diluito  1:10000  è  stato  utilizzato  tal  quale  per  la  misura  dell’inibizione  della 

perossidazione lipidica, descritta nel paragrafo 2.3.1, al fine di valutarne il potere antiossidante totale. 

I  risultati,  riportati  in  Tabella  3.2,  mostrano  che  vi  è  una  trascurabile  differenza  di  potere 

antiossidante variando la composizione del solvente di estrazione. 

Tabella 3.2. Potere antiossidante di estratti di propoli diluiti 1:10000, espresso in % di inibizione della perossidazione lipidica. 
 

Solvente 
% inibizione 

perossidazione lipidica 

EtOH 96%  82 ± 4 

EtOH 80%  78 ± 6 

EtOH 60%  76 ± 3 

 

I campioni di propoli analizzati in questo lavoro sono stati estratti con etanolo al 96%, seguendo la 

procedura  descritta  precedentemente.  La  concentrazione  esatta  del  propoli  nelle  soluzioni  finali  è 

stata misurata eliminando fino a secchezza sotto flusso di azoto il solvente di una soluzione a volume 

noto e pesando quindi il residuo solido.  

3.2.2 RISULTATI 

Al  fine  di  poter  effettuare  un  confronto  tra  i  campioni,  data  la  diversa  concentrazione  delle 

soluzioni di propoli, tutti i risultati, dove non espresso diversamente, vengono riferiti ad una ipotetica 

soluzione al 15% w/v. 

3.2.2.1 SPETTRI UV/VIS 

In Figura 3.2 vengono riportati gli spettri UV/VIS delle soluzioni di propoli espressi  in assorbanza 

specifica (ε1%1cm), ovvero l’assorbanza di una soluzione 1% w/v (cammino ottico di 1 cm), in funzione 

della  lunghezza  d’onda.  In  Tabella  3.3  vengono  inoltre  riportati  i  coefficienti  ε1%1cm  alla  lunghezza 

d’onda di massimo assorbimento (289 nm). 

 



 

‐ Proprietà antiossidanti del propoli 

200 300 400 500 600 700 800
0

100

200

300

400

500

600

1
%

1
 c
m

lunghezza d'onda, nm

 TRI1

 TRI2

 MONT

 ERA

 GAMB

 

  65

 
Figura 3.2. Spettri UV/VIS dei diversi campioni di propoli veneto. ε1%1 cm: assorbanza 

specifica (concentrazione 1% w/v; cammino ottico 1 cm)

 
 
 
 

Tabella 3.3. Assorbanza specifica  
ε
1%

1cm dei campioni di propoli 
veneto, a 289 nm.  

 

Propoli 
ε1%1cm  

(289 nm) 

TRI1  0.48 

TRI2  0.41 

MONT  0.39 

ERA  0.52 

GAMB  0.42 

 

Da  un  primo  esame  si  osserva  che  i  profili  degli  spettri UV/VIS  delle  soluzioni  di  propoli  sono 

molto simili, da cui se ne può dedurre che  i diversi campioni di propoli dovrebbero avere,  in prima 

approssimazione,  la stessa composizione. Si osserva un  forte assorbimento nella zona  tra  i 250 ed  i 

400 nm, con un picco molto  intenso a 289 nm ed una spalla tra  i 320 ed  i 330 nm. Questo profilo è 

compatibile con quello dei flavonoidi che generalmente presentano un primo massimo tra i 240 ed i 

285 nm, dovuto all’assorbimento dell’anello A, ed un altro massimo, di posizione variabile, sopra i 300 

nm, dipendente dalla sostituzione e coniugazione sull’anello C [63]. 

3.2.2.2 POTERE ANTIOSSIDANTE 

Per  la  valutazione  del  potere  antiossidante  viene  applicato  il  metodo  dell’inibizione  della 

perossidazione lipidica su micelle di SDS ed il risultato trovato viene considerato un riferimento per i 

risultati ottenuti con altri saggi, in quanto, tra i metodi utilizzati, è quello che più si avvicina a ciò che 

accade in vivo. Le condizioni che sono state utilizzate sono riportate nel paragrafo 2.3.1. 

Il  valore  di  IC50  ricavato  per  il  propoli  viene  confrontato  con  una  sostanza  di  riferimento. Dal 

momento che, per gli altri metodi che si applicheranno sul propoli, il riferimento è la catechina (Figura 

2.1)  è  stato misurato  il  parametro  IC50  anche  per  questo  flavonoide.  I  risultati  ottenuti  vengono 

riportati in Tabella 3.4 e Figura 3.3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Capitolo 3  



 

Tabella 3.4. Potere antiossidante di catechina e campioni di propoli veneto, misurato con il metodo dell’inibizione della 
perossidazione lipidica in micelle di SDS ed espresso in IC50 (mg/L).  

 

campione  IC50 (mg/L) 

Catechina  0.58±0.08 

Propoli TRI1  0.45±0.06 

Propoli TRI2  0.47±0.06 

Propoli MONT  0.32±0.04 

Propoli ERA  0.50±0.05 

Propoli GAMB  0.51±0.06 
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Figura 3.3. Potere antiossidante di catechina e propoli veneto, misurato con il metodo dell’inibizione della perossidazione 
lipidica in micelle di SDS. CAT: catechina. 

 

I  risultati  ottenuti  evidenziano  come  tutti  i  campioni  di  propoli  siano  caratterizzati  da  un 

eccezionale  capacità di  rallentare  la perossidazione  lipidica  in micelle di SDS, molto  simile a quella 

della  catechina.  Tranne  che  per  il  campione MONT,  non  si  osservano  differenze  significative  tra  i 

diversi campioni di propoli, nonostante siano di provenienza geografica diversa. 

I  medesimi  campioni  di  propoli  vengono  inoltre  analizzati  secondo  i  seguenti  tre  metodi 

spettrofotometrici:  

a) il metodo di Folin‐Ciocalteau, per la valutazione del potere riducente; 

b) il metodo DPPH, per la valutazione della capacità di scavenger; 

c) il metodo enzimatico, per la valutazione del contenuto di polifenoli totali. 

Le  condizioni  utilizzate  nell’applicazione  dei  tre metodi  vengono  riportate  rispettivamente  nei 

paragrafi  2.3.2,  2.3.3  e  2.3.4.  I  risultati  sono  espressi  come  Catechina  Equivalente  e  riferiti  ad 

un’ipotetica soluzione al 15% w/v (Tabella 3.5).  
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Tabella 3.5. Potere riducente, capacità di scavenger e contenuto totale di polifenoli dei campioni di propoli veneto, misurati 
rispettivamente con i metodi Folin‐Ciocalteau, DPPH ed enzimatico, espressi in mM CE e riferiti ad una soluzione di propoli al 

15% w/v. 
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propoli 
Potere riducente 

CE (mM) 
Capacità di 

scavenger CE (mM) 
Contenuto totale di 
polifenoli CE (mM) 

TRI1  216±9  170±20  340±40 

TRI2  190±20  130±10  490±60 

ERA  194±9  114±7  200±20 

MONT  216±6  99±2  240±30 

GAMB  146±7  60±10  310±10 

 

È opportuno  inoltre  tenere conto che una soluzione di catechina al 15% w/v corrisponde a 517 

mM. Il confronto tra i risultati ottenuti per il propoli e il valore caratteristico della catechina vengono 

riportati in Figura 3.4. 
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Figura 3.4. Potere riducente, capacità di scavenger e contenuto totale di polifenoli dei campioni di propoli veneto, misurati 
rispettivamente con i metodi Folin‐Ciocalteau, DPPH ed enzimatico, espressi in mM CE e riferiti ad una soluzione di propoli al 

15% w/v. 
 

Si può notare come i risultati ottenuti con i tre metodi Folin‐Ciocalteau, DPPH ed enzimatico non 

rispecchino totalmente quelli ricavati con il metodo IPL, in quanto i valori in CE riscontrati nel propoli 

sono nettamente inferiori rispetto a quelli della catechina: il metodo enzimatico è, tra i tre, quello che 

fornisce valori più elevati, in termini di CE, per il propoli, con valori che oscillano tra il 45% ed il 95% 

rispetto alla catechina, mentre il metodo DPPH è quello che fornisce valori più bassi.  

Considerando l’insieme dei risultati si può affermare che non c’è una differenza significativa tra i 

vari campioni. Il metodo enzimatico fornisce valori molto differenti per  i diversi campioni, ma non è 

supportato dagli altri metodi spettrofotometrici e dal metodo IPL. Il campione MONT, d’altra parte, è 

caratterizzato da un IC50 che si discosta leggermente dagli altri, mentre sembra essere perfettamente 

nella media dei risultati ottenuti con i metodi spettrofotometrici. 
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3.2.2.4 ANALISI HPLC/MS 

Data l’assenza in letteratura di analisi riguardanti la composizione chimica del propoli veneto, si è 

ritenuto necessario effettuare un’analisi HPLC/MS, al  fine di  individuare  in particolare quali siano  le 

sostanze  responsabili  dell’eccezionale  capacità  antiossidante  del  propoli.  È  noto  che  tra  i  vari 

antiossidanti presenti negli alimenti le sostanze che forniscono potere antiossidante al propoli siano i 

polifenoli  [64].  Si  sono  individuati  dieci  polifenoli:  sette  flavonoidi  (apigenina,  canferolo,  crisina, 

galangina, naringenina, pinocembrina e quercetina) e tre derivati dell’acido cinnamico (acido caffeico 

e due suoi esteri: il fenetilcaffeato o CAPE e l’1,1‐dimetilallilcaffeato o DMAC). Le formule di struttura 

vengono riportate in Figura 3.7. 
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Figura 3.7. Formule di struttura dei polifenoli che vengono quantificati nel propoli tramite HPLC/MS. 
 

Data  la  complessità  della  matrice  è  stato  scelto  il  metodo  delle  aggiunte  standard  per  la 

quantificazione dei polifenoli nel propoli.  

È stata effettuata dapprima una valutazione preliminare per conoscere l’ordine di grandezza della 

concentrazione  di  ciascun  polifenolo  nel  propoli.  Si  è  operato  iniettando  soluzioni  di  propoli  a 
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Potere riducente ‐ Capacità di Scavenger  ‐ TPC Propoli
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Figura 3.14. Potere riducente, capacità di scavenger  e contenuto totale di polifenoli dei campioni di propoli brasiliano, 
misurati rispettivamente con i metodi Folin‐Ciocalteau, DPPH ed enzimatico, espressi in mM CE e riferiti ad un’ipotetica 

soluzione di propoli al 15% w/v. 
 

Si nota che, tra  i tre saggi, solo  il metodo enzimatico rispecchia  i risultati ottenuti con  il metodo 

IPL,  con  il propoli del Pantanal  che presenta un  contenuto di polifenoli più basso  (≤ 50 mM CE),  il 

propoli di Botucatu un contenuto  intermedio (≈ 60 mM CE) ed  il propoli da Minas Gerais più alto (> 

100 mM CE). Con gli altri due metodi non si osservano differenze significative tra i diversi campioni. 

In Figura 3.15 vengono riportati, a confronto,  i risultati ottenuti sul propoli brasiliano con quelli 

sul propoli veneto. 

Potere riducente ‐ Capacità di Scavenger  ‐ TPC Propoli

0

100

200

300

400

500

600

TRI1 TRI2 MONT ERA GAMB SP1 SP2 MT1 MT2 MG

ITALIA BRASILE

C
E 
(m

M
)

Folin
DPPH
Enzimatico

 

Figura 3.15. Potere riducente, capacità di scavenger e contenuto di polifenoli totali di propoli veneto e brasiliano, misurati 
rispettivamente con i metodi Folin‐Ciocalteau, DPPH ed enzimatico, espressi in mM CE e riferiti ad un’ipotetica soluzione di 

propoli al 15% w/v. 
 

Il  grafico di  Figura  3.15 mostra  che,  con  tutti  i metodi  applicati,  il propoli brasiliano  evidenzia 

valori  di  potere  antiossidante  inferiori  a  quello  veneto.  La  differenza  si  nota maggiormente  con  i 

metodi DPPH  ed  enzimatico.  Al  fine  di  effettuare  una  valutazione  complessiva  dell’affidabilità  dei 

metodi  spettrofotometrici, nel paragrafo 5.2  vengono  calcolati  i  coefficienti di  correlazione dei  tre 
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saggi nei confronti del metodo IPL, applicati a tutti i campioni di propoli a disposizione, sia veneti che 

brasiliani. 

3.3.3.3 ANALISI HPLC/MS 

La  variabilità  dei  risultati  ottenuti  sul  propoli  brasiliano  rende  indispensabile  un’analisi  più 

dettagliata dei componenti di questo prodotto dell’alveare, per valutare innanzitutto la differenza in 

termini  di  concentrazione  di  polifenoli,  già  citata  in  letteratura,  tra  propoli  di  zona  tropicale  e 

temperata, ma anche un eventuale differenza di quantità e tipo di polifenoli tra il propoli del Pantanal 

e gli altri campioni brasiliani. 
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L’analisi HPLC/MS è stata svolta seguendo la procedura già descritta al paragrafo 3.2.2. In Tabella 

3.15 e Figura 3.16 vengono  riportate  le quantificazioni dei dieci polifenoli di Figura 3.7, nei  cinque 

campioni di propoli brasiliano. 

Tabella 3.15. Concentrazione di dieci polifenoli nei cinque campioni di propoli brasiliano, in mg/g propoli. 
 

  Concentrazione (mg/g) 

SP1  SP2  MT1  MT2  MG  

Acido Caffeico  1.131  0.957  0.019  N.D.  1.610 

Apigenina  0.046  0.019  0.275  0.088  N.D. 

Canferolo  0.596  0.552  0.037  N.D.  1.214 

CAPE  0.519  1.101  0.390  0.005  0.136 

Crisina  0.028  0.027  0.017  N.D.  0.076 

DMAC  0.161  0.085  0.174  0.166  0.039 

Galangina  0.095  0.091  0.523  0.211  0.723 

Naringenina  0.185  0.173  0.010  0.004  0.369 

Pinocembrina  0.596  0.042  0.027  0.005  3.960 

Quercetina  0.625  0.100  0.217  0.036  0.668 

 
N.D. = non determinato: il valore è al di sotto del limite di rilevabilità 
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Figura 3.16. Concentrazione di dieci polifenoli nei cinque campioni di propoli brasiliano. CA: acido caffeico; A: apigenina; K: 
canferolo; CP: CAPE; CH: crisina; D: DMAC; G: galangina; N: naringenina; P: pinocembrina; Q: quercetina. 

 

Dai  risultati  ottenuti  sembra  che  i  cinque  campioni  di  propoli  brasiliano  possano  suddividersi 

idealmente in tre classi in base alla loro composizione chimica, che corrispondono, come previsto, alla 

loro zona di origine.  

Il  campione  che  contiene  complessivamente  le  maggiori  quantità  di  polifenoli  è  quello 

proveniente  da Minas Gerais,  seguito  dai  campioni  di  São  Paulo  e  da  quelli  provenienti  dal Mato 

Grosso. Per quanto riguarda i singoli polifenoli presenti, i campioni SP contengono soprattutto acido 

caffeico,  canferolo  e  CAPE,  con,  nel  caso  del  campione  SP1,  anche  quantità  non  trascurabili  di 

pinocembrina e quercetina.  

I  campioni MT,  invece,  contengono  soprattutto  apigenina,  galangina  e DMAC  con,  nel  caso  di 

MT1, una quantità  rilevante di CAPE e quercetina. MG  invece contiene un picco di pinocembrina e 

quantità significative di acido caffeico, canferolo, galangina e quercetina. Come si può notare dunque, 

le classi di composti si differenziano tra loro non solo per la quantità di polifenoli contenuti, ma anche 

per i rapporti relativi tra i singoli polifenoli, al contrario di quanto visto per il propoli veneto.  

È necessario tenere presente che la valutazione dei gruppi ai quali i campioni di propoli possano 

appartenere necessiterebbe di un’analisi di composizione chimica più approfondita rispetto a quella 

effettuata, e di  informazioni  sull’origine botanica, non disponibili. È possibile  comunque effettuare 

un’analisi  delle  componenti  principali,  a  partire  dalle  informazioni  in  possesso,  per  evidenziare 

analogie e differenze tra i campioni di propoli da noi pervenuti. 

Capitolo 3  ‐ Proprietà antiossidanti del propoli  84 



 

‐ Proprietà antiossidanti del propoli   85

SP1

SP2

MT1

MT2

MG

-2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0
-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

F
at

to
re

 2
:  

19
.6

9 
%

SP1

SP2

MG

MT1

MT2

Fattore 1: 67.10 %
 

Figura 3.17. Grafico costruito effettuando un’analisi multivariata con estrazione delle due componenti principali sui valori di 
composizione dei cinque campioni di propoli brasiliano. 

 

Come  si osserva  in Figura 3.17, nonostante  le differenze di composizione,  i cinque  campioni di 

propoli  sembrano  disporsi  in  tre  gruppi:  un  gruppo  presenta  il  solo  campione MG,  un  gruppo  è 

costituito da SP1 ed SP2 e l’ultimo gruppo comprende MT1 ed MT2. 

Le concentrazioni dei vari polifenoli nei cinque campioni sono in accordo con i risultati di potere 

antiossidante ottenuti  in precedenza:  il propoli proveniente da Minas Gerais,  infatti, che presenta  il 

potere antiossidante più elevato, mostra anche il più alto contenuto totale dei dieci polifenoli (circa 9 

mg/g  propoli)  rispetto  agli  altri  campioni.  Si  ha  un  contenuto  intermedio  complessivo  dei  dieci 

polifenoli  (3‐4  mg/g  propoli)  per  i  campioni  di  São  Paulo,  dove  il  maggior  contenuto  di  CAPE, 

polifenolo  con  elevate  proprietà  antiossidanti,  nel  campione  SP2  viene  compensato  dal maggior 

contenuto  di quercetina,  con  analoghe proprietà  antiossidanti,  nel  campione  SP1.  La  differenza  in 

termini  di  contenuto  di  polifenoli  tra  MG  ed  SP  è  però  determinata  soprattutto  dal  picco  di 

pinocembrina, polifenolo non molto antiossidante, che si osserva in MG: di conseguenza ciò non può 

determinare una differenza molto marcata sul potere antiossidante dei tre campioni, che, come si è 

visto sperimentalmente (Tabella 3.13), si mantiene su valori molto simili tra loro. Molti dei polifenoli 

contenuti  in elevata quantità nel propoli MG, sono anche presenti nei campioni SP  (acido caffeico, 

canferolo, pinocembrina, quercetina):  ciò può  spiegare  la  somiglianza dello  spettro UV/VIS  (Figura 

3.11);  si osserva  comunque una più elevata assorbanza nel  caso del propoli MG,  forse dovuta alla 

maggior quantità di pinocembrina contenuta.   

Il propoli proveniente dallo stato di Mato Grosso mostra  livelli complessivi molto bassi dei dieci 

polifenoli,  con una  certa differenza  tra  i due  campioni: MT1 ha un più elevato  contenuto dei dieci 

polifenoli (1.7 mg/g propoli), rispetto ad MT2 (0.5 mg/g propoli). In generale, passando dal campione 

MT1  al  MT2,  si  ha  una  diminuzione  di  concentrazione  di  tutti  i  polifenoli  più  attivi,  con  un 
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dimezzamento della quantità di galangina; quercetina e CAPE, polifenoli particolarmente attivi, sono 

presenti  in  quantità  quasi  nulle  (<  0.05 mg/g  propoli)  nel  campione MT2, mentre  si  trovano  in 

quantità  significative,  anche  se  non molto  elevate  (0.2‐0.3 mg/g  propoli),  nel  campione MT1.  Ciò 

spiega adeguatamente la diminuzione di potere antiossidante che si osserva passando da MT1 a MT2, 

pur trattandosi di propoli proveniente dalla stessa zona. 

CA

CA

CA

CA

CA

CA CA
CA CA

CA
A A

A A A

A A A A A

K K
K K K

K K K K
K

CP

CP

CP

CP

CP

CP CP
CP CP CP

CH

CH

CH

CH

CH

CH CH CH CH CH

D

D

D

D

D

D D D D D

G

G

G

G

G

G G G G G

N N

N
N

N

N N N N N

P

P

P

P

P

P P P P

P
Q

Q

Q Q Q
Q Q Q Q

Q

0

10

20

30

40

50

TRI 1 TRI 2 ERA MONT GAMB SP1 SP2 MT1 MT2 MG

VENETO BRASILIANO

m
g/
g 
p
ro
p
o
li

 
Figura 3.18. Concentrazione di dieci polifenoli nei dieci campioni di propoli analizzati. CA: acido caffeico; A: apigenina; K: 

canferolo; CP: CAPE; CH: crisina; D: DMAC; G: galangina; N: naringenina; P: pinocembrina; Q: quercetina. 
 

Il  confronto  tra  le quantità di polifenoli di propoli  veneto  e brasiliano  (Figura  3.18) non  lascia 

dubbi:  il  propoli  di  origine  veneta  contiene  quantità molto  più  elevate  di  polifenoli.  Ciò  conferma 

quanto  già  presente  in  letteratura  e  fornisce  una  spiegazione  per  il  basso  potere  antiossidante 

osservato nel propoli proveniente dal Brasile.  La differenziazione  tra propoli  veneto  e brasiliano  è 

anche visibile effettuando un’analisi delle componenti principali (Figura 3.19).  
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Figura 3.19. Grafico costruito effettuando un’analisi multivariata con estrazione delle due componenti principali sui valori di 
composizione dei dieci campioni di propoli. Propoli veneto: TRI1, TRI2, MONT, ERA GAMB. Propoli brasiliano: SP1, SP2, MT1, 

MT2, MG. 

 

3.4 Propoli come protettivo solare? 

L’esposizione  ai  raggi  solari  è  il  fattore  responsabile  di  diversi  disturbi  della  pelle,  quali 

arrossamento, secchezza, iperpigmentazione ed invecchiamento precoce. Le radiazioni UVB (290‐320 

nm) provocano eritemi, aumentano lo stress ossidativo e causano danni al DNA mediante interazione 

diretta  con  le  basi  azotate.  Le  radiazioni  UVA  (320‐400  nm)  sono  considerate  responsabili 

dell’invecchiamento:  generano ossigeno  singoletto  e  radicali ossidrilici,  che possono  interagire  con 

DNA,  lipidi e proteine  (paragrafo 1.1.6). L’organismo utilizza enzimi ed antiossidanti non enzimatici 

come  difese  naturali  per  proteggersi  dall’azione  delle  radiazioni  ultraviolette,  ma  talvolta 

un’esposizione  cronica  ai  raggi UV  e  ai  radicali  liberi,  generati  per  esempio  dal  fumo  di  sigaretta, 

fanno sì che queste difese diventino inadeguate.  

Negli ultimi anni l’utilizzo di prodotti naturali nei protettivi solari ha suscitato notevole interesse. 

In  questo  campo  i  polifenoli  sembrano  essere molto  promettenti  in  quanto  sono  caratterizzati  da 

un’elevata assorbanza nella  regione UV:  il  ridotto assorbimento di  radiazioni ultraviolette da parte 

della  pelle  limita  le  infiammazioni,  lo  stress  ossidativo  e  i  danni  al DNA  [11].  Allo  stesso  tempo  i 

polifenoli hanno proprietà  anti‐infiammatorie e  antiossidanti: possono quindi  reagire  con  i  radicali 

liberi generati dalla radiazione UV ed inibire o ritardare i danni da essi causati [68]. 

Il  propoli  veneto  potrebbe  essere  un  buon  candidato  come  additivo  per  protettivi  solari:  lo 

spettro mostra un picco nella regione UV (Figura 3.2);  il propoli  inoltre è caratterizzato da proprietà 

antibatteriche  ed  anti‐infiammatorie  [43]  ed  è  ricco  di  polifenoli,  che  forniscono  alla  sostanza  un 

elevato potere antiossidante (paragrafo  3.2.2.2). 
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3.4.1 IL FATTORE DI PROTEZIONE TOTALE (SPF) 

Il fattore di protezione totale (SPF) è un  indicatore universale  introdotto da Sayre et al [69] per 

descrivere  l’efficienza di un prodotto solare contro gli eritemi. Nel calcolo  (equazione 3.1) vengono 

valutati simultaneamente: 

a) quantità e tipo di radiazioni che raggiungono la Terra, senza essere filtrare da componenti 

dell’atmosfera; 

b) i  danni  causati  all’organismo  dai  diversi  tipi  di  radiazioni  ultraviolette,  quantificati 

mediante lo spettro di azione eritemica; 

c) la capacità della crema solare di assorbire  le radiazioni ultraviolette. La crema  in esame 

viene generalmente depositata su un substrato disomogeneo  in concentrazione pari a 2 

mg/cm2, corrispondente a quella raccomandata in vivo durante l’esposizione solare [70].  

)λ(T)λ(AE)λ(S

)λ(AE)λ(S

SPF
nm400

nm290

nm400

nm290








         (3.1) 

S() è lo spettro della radiazione solare; AE() è lo spettro di azione eritemica; T() è lo spettro della crema solare, espresso 

in trasmittanza. S() e AE() sono riportati in letteratura [70], T() è misurato sperimentalmente (2 mg/cm2) 
 

I prodotti solari sono classificati in base ai loro fattori SPF come segue:  

 2‐12: bassa protezione solare; 

 12‐30: moderata protezione solare; 

 Oltre 30: alta protezione solare [71];  

Tutti i metodi in vitro usano substrati disomogenei per la misura dello spettro della crema solare, 

in  modo  da  mimare  la  struttura  disomogenea  della  superficie  della  pelle,  ma  una  distribuzione 

riproducibile  del  campione  risulta  in  tal  caso  molto  difficile.  Viene  utilizzato  dunque  il  modello 

calibrated step film di Herzog [72]: un metodo che permette di evitare  la misura dello spettro della 

crema,  di  più  difficile  esecuzione,  e  di  utilizzare  lo  spettro  della  sostanza  in  soluzione,  per  la 

quantificazione  del  fattore  SPF.  La  disomogeneità  della  superficie  è  introdotta matematicamente 

(equazione 3.2). 

1)g1(

fg
dc)λ(ε

)f1(dc)λ(ε 10)g1(10g)λ(T 



       (3.2) 

ove d è lo spessore medio della superficie (20 M) e corrisponde ad un applicazione in vivo di 2 mg/cm2; () è il coefficiente 
di estinzione molare della sostanza protettiva; c è la concentrazione della sostanza protettiva nella crema; g ed f sono fattori 

che descrivono la struttura della superficie (per un emulsione olio/acqua g=0.269; f=0.935). 

 

Capitolo 3  ‐ Proprietà antiossidanti del propoli  88 



 

3.4.2 RISULTATI 

La determinazione del fattore SPF del propoli viene effettuata utilizzando lo spettro del campione 

di propoli proveniente dal Montello (Figura 3.2) e applicando le equazioni 3.1 e 3.2.  Al fine di valutare 

i risultati ottenuti per il propoli, sono stati presi come riferimento degli additivi ampiamente utilizzati 

nell’industria cosmetica per la produzione di creme solari [73]:  

 Tinosorb S ‐ Bis‐etilesilossifenol‐metossifenil‐triazina (TS); 

 Ossibenzone ‐ (2‐idrossi‐4‐metossifenil)‐fenilmetanone  (B3);  

 Ottinossato ‐ Etilesil metossicinnammato (EC); 

 Padimato O – Acido etilesildimetil‐p‐aminobenzoico (EP).  

Le formule di struttura di questi prodotti sono riportate in Figura 3.20. 
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Figura 3.20. Formule di struttura di alcuni additivi utilizzati per la produzione di creme solari.  
 

EC, EP e B3 sono stati  forniti dalla Revivre  Italia S. P. A.  (Bassano del Grappa,  Italia). Gli spettri 

UV/VIS, utilizzati per calcolare il fattore SPF, sono riportati in Figura 3.21. 
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Figura 3.21. Spettri UV/VIS di alcune sostanze utilizzate come additivi in creme solari. B3: Ossibenzone; EP: Padimato O; EC: 
Ottinossato. ε1%1 cm: assorbanza specifica (concentrazione 1% w/v; cammino ottico 1 cm). 

 

Il valore di SPF di TS viene ricavato utilizzando il simulatore di protezione solare della CIBA [74]. In 

Figura 3.22 e Tabella 3.16 si  riportano  i valori di concentrazione di ciascuna sostanza necessari per 

ottenere un valore di SPF pari a 20, corrispondente ad un protezione solare media. 
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Tabella 3.16. Concentrazione (% w/v) di 
alcuni composti necessaria per ottenere SPF 
= 20. EEP: estratto etanolico di propoli; TS: 

Tinosorb S; B3: Ossibenzone; EC: 
Ottinossato; EP: Padimato O. 

 

sostanza  Conc (%w/v) 

EEP  16 
TS  9.0 
B3  18 
EC  14 
EP  22 

 

 

Figura 3.22. Concentrazione (% w/v) di alcuni composti necessaria per 
ottenere SPF = 20. EEP: estratto etanolico di propoli; TS: Tinosorb S; B3: 

Ossibenzone; EC: Ottinossato; EP: Padimato O.  
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Il  grafico  di  Figura  3.22 mostra  che  la  concentrazione  di  propoli  necessaria  per  ottenere  una 

buona protezione  solare è  in  linea  con  i valori calcolati per  le altre  sostanze,  risultando addirittura 

inferiore rispetto a B3 ed EP.  

I risultati ottenuti in vitro identificano il propoli come un possibile ingrediente nella preparazione 

di protettivi solari. Questo prodotto naturale unisce  infatti alla  funzione protettiva nei confronti dei 

raggi  UV,  superiore  rispetto  ad  alcuni  composti  utilizzati  nell’industria  cosmetica,  l’azione 

antiossidante, data dal suo elevato contenuto di polifenoli. È di fondamentale importanza lo studio di 

prodotti  naturali  caratterizzati  da  un  elevato  SPF  che  possano  sostituire  gli  additivi  di  sintesi, 

considerato  che TiO2, generalmente aggiunto a  creme protettive  solari per  raggiungere un elevato 

SPF, a certe condizioni può generare radicali liberi [75]. 
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4 ‐ Proprietà antiossidanti 
di frutta tropicale ‐ 

4.1 Introduzione 

I frutti tropicali analizzati sono sia frutti originari del Brasile, che frutti di origine estera, ma ormai 

coltivati comunemente all’interno del territorio brasiliano. In Tabella 4.1 viene presentato l’elenco dei 

frutti oggetto di questo  lavoro: viene riportato  il nome scientifico binomiale,  il nome comunemente 

utilizzato  in Brasile,  in  lingua portoghese e, per una maggiore comprensione, anche  i nomi  in  lingua 

inglese  ed  italiana.  In  Italia,  la  maggior  parte  dei  frutti  è  comunemente  chiamata  con  il  nome 

brasiliano, tranne  i più noti mango e avocado, che mantengono  il nome  inglese. Si riporta  inoltre  la 

zona di origine del frutto. 

Tabella 4.1. Nome binomiale, brasiliano, inglese ed italiano di alcuni frutti tropicali; luogo d’origine dei frutti. 
 

Nome binomiale  Portoghese  Inglese  Italiano  Origine 

Persea Americana  Abacate  Avocado  Avocado  America Latina 

Averrhoa Carambola  Carambola  Starfruit  Carambola  Asia, sudest 

Annona Muricata  Graviola  Graviola, Soursop  Graviola  America Centrale 

Solanum Paniculatum  Jurubeba  Jurubeba  Jurubeba 
Brasile, zone 
tropicali 

Mangifera Indica  Manga  Mango  Mango  Asia, sudest 

Caryocar Brasiliense  Brasile, cerrado Pequi  Pequi, Souari nut  Pequi 

Pitaya, Pitahaya, 
Dragon fruit 

America Centrale e 
Meridionale 

Hylocereus undatus  Pitaya  Pitaya 

Spondias Purpurea  Siriguela  Purple Mombin  Siriguela  America Centrale 

Tamarindo, 
Tamarind 

Tamarindus Indica  Tamarindo  Tamarindo  Africa tropicale 

Umbu, Imbu, 
Spondias Tuberosa  Umbu  Umbu  Brasile, Nordest 

Brazil Plum 

 

4.1.1 CARATTERISTICHE DEI FRUTTI ANALIZZATI 

Alcuni dei frutti tropicali analizzati sono piuttosto comuni e ampiamente distribuiti sia nelle zone 

tropicali che non, come mango e avocado; altri, invece, sono tipici di ristrette zone del Brasile, poco 
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diffusi già all’interno del paese e per questo motivo meno noti e studiati. Nei paragrafi successivi si 

descrivono i vari frutti analizzati, la loro origine, i loro usi e proprietà. 

4.1.1.1 AVOCADO 

L’avocado (Figura 4.1‐a) è un frutto a forma di pera, con la buccia generalmente verde scuro, ma 

che può essere anche giallo‐verde, porpora rossastra o porpora così scuro da sembrare nera; talvolta 

è maculata con piccoli puntini gialli. A seconda delle specie la buccia può essere liscia o ruvida, lucida 

o opaca, sottile o più resistente. La polpa è molto chiara e burrosa.  Il  frutto contiene all’interno un 

solo grosso seme, rotondo o ovoidale, duro e pesante, di color avorio, chiuso all’interno di un guscio 

marrone e molto sottile. 

L’avocado ha avuto probabilmente origine  in Messico, ma era estesamente coltivato  in America 

Latina molto  prima  dell’arrivo  degli  Europei.  Successivamente  è  stato  esportato  in  tutte  le  zone 

tropicali e subtropicali del mondo, che avessero condizioni climatiche adatte alla sua coltivazione. Al 

giorno  d’oggi  l’avocado  è  coltivato  negli  Stati  Uniti,  nell’America  Tropicale,  in  Polinesia  e  nelle 

Filippine,  in Australia e Nuova Zelanda e anche  in alcune  zone meridionali dell’Europa, come  il sud 

della Spagna e della Francia, in Sicilia e nell’Africa Tropicale [76]. 

L’avocado è sempre stato considerato un frutto salutare, da inserire in una dieta sana, a causa del 

suo basso apporto calorico, quantità di sodio e grassi. Inoltre nel frutto sono stati identificati almeno 

venti nutrienti essenziali e composti fitochimici potenzialmente chemo‐preventivi [77]. 

4.1.1.2 CARAMBOLA 

La carambola (Figura 4.1‐b) è un frutto appariscente, oblungo e caratterizzato longitudinalmente 

da 5 o 6  angoli,  cosicché  tagliato  in  sezione  assume  la  forma di una  stella, da  cui  il nome  inglese 

starfruit. La buccia è fina, di colore giallo‐arancione; la polpa è succosa e giallo vivo [76]. 

La carambola è originaria dell’Asia sudorientale; è coltivata in molte zone tropicali e subtropicali 

come  Taiwan,  Brasile,  Tailandia,  Malesia,  Indonesia,  India  ed  il  sud‐est  della  Cina  [78].  È  stata 

introdotta  in Brasile all’inizio del XIX secolo, dove è ampiamente coltivata  in frutteti domestici ed  in 

scala  limitata per  fini  commerciali  [79].  È  inoltre  coltivata  in  altri paesi,  come  India,  Indonesia,  Sri 

Lanka e nelle regioni tropicali dell’America.  

La carambola viene consumata  in varie  forme: al naturale ed  in  insalata; viene  inoltre utilizzata 

per  fare  succhi,  dolci,  salse  e marmellate  [76].  Le  sue  proprietà  sono  studiate  da molto  tempo; 

possiede proprietà antiossidanti e viene raccomandata come diuretico e come calmante per la tosse; 

sembra però che  inibisca alcuni  tipi di citocromo P450  [80] e pare contenga delle neurotossine che 

possono causare complicazioni neurologiche in pazienti con problemi renali cronici [78]. 

4.1.1.3 GRAVIOLA 

La graviola (Figura 4.1‐c) è un frutto ovale, coperto da una pelle di colore verde, da cui sporgono 

delle punte morbide e arrotondate. La polpa è color crema, molto succosa e ricca di semi [76], spesso 

usata per succhi, gelati o dolci.  

La  graviola  è  originaria  delle  Antille  [79];  si  trova  principalmente  nelle  regioni  nord  e  nord‐

orientali del Brasile, ma è ben distribuita  in  tutte  le regioni tropicali del pianeta.  Il  frutto e  le  foglie 
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sono usate in medicina naturale per le loro proprietà sedative ed è stato dimostrato che possiedono 

proprietà antidepressive [81].  

4.1.1.4 JURUBEBA 

La jurubeba (Figura 4.1‐d) è una pianta medicinale comune in quasi tutto il Brasile, in particolare 

nelle zone tropicali. È largamente utilizzata nella medicina popolare brasiliana come trattamento nei 

disordini  gastrointestinali  e  del  fegato;  l’infuso  ricavato  dalle  foglie  della  pianta  è  utilizzato  sin 

dall’antichità  come  rimedio  naturale  per  le  sue  proprietà  diuretiche,  antianemiche  e  stimolanti 

dell’appetito. Il frutto si trova sotto forma di grappoli, con piccoli acini verdi, simili come consistenza a 

quelli dell’uva:  la buccia è  lucida e compatta;  la polpa è  fibrosa, dal sapore molto acido.  Il  frutto è 

stato poco studiato, ma è stata dimostrata la sua capacità stimolante degli acidi gastrici [82].  

4.1.1.5 MANGO 

Il mango  (Figura 4.1‐e) è  il più  comune e  conosciuto  frutto  tropicale. È generalmente  rotondo, 

ovale o ovoidale; vi è molta variabilità nella forma, colore, grandezza e gusto del frutto, variando  la 

specie. La buccia è  resistente, cerosa,  liscia, piuttosto spessa ed aromatica e può variare dal verde, 

chiaro o scuro, al giallo, giallo‐arancione o rosa‐rossastro; può essere inoltre caratterizzata da puntini 

chiamate lenticelle di colore rosso, chiaro o scuro, porpora, gialle o verdi.  

Il mango  è  nativo  del  sudest  dell’Asia  e  viene  coltivato  già  dall’antichità;  si  ritiene  sia  stato 

introdotto  in  Brasile  dai  portoghesi  nel  XVI  secolo  [76].  Sono  state  dimostrate  le  sue  proprietà 

antiossidanti e anticancerogene, probabilmente dovute alla densità di composti fitochimici presenti, 

come polifenoli, carotenoidi e agenti antimutagenici [83]. 

4.1.1.6 PEQUI 

Il  pequi  (Figura  4.2‐a)  è  un  frutto  caratterizzato  da  una  buccia  di  colore  verde  o  marrone‐

verdastro; la polpa, che è la parte commestibile del frutto, può essere bianca o gialla. All’interno vi è 

una  parte  spinosa  che  protegge  il  seme.  Il  pequi  è  coltivato  in  tutto  il  cerrado  brasiliano,  che 

comprende gli stati di Parà,  Mato Grosso, Goiás, Distrito Federal, São Paulo, Minas Gerais e Paraná, e 

nel nordest, negli stati di Piauí, Ceará e Maranhão. Lo Stato di Minas Gerais è il principale produttore 

e consumatore di pequi. La polpa è utilizzata nella preparazione di piatti diversi, principalmente serve 

da accompagnamento a riso, pollo o fagioli. Il seme interno viene utilizzato come ingrediente per dolci 

oppure può essere consumato come snack salato. La polpa di pequi è ricca di polifenoli e carotenoidi 

[84].  

4.1.1.7 PITAYA 

La  pitaya  (Figura  4.2‐b)  è  un  frutto  nativo  del Messico  e  dell’America  Centrale  e Meridionale, 

molto popolare  in diversi paesi dell’Asia.  La pitaya è presente  sotto  forma di diverse  specie  che  si 

differenziano per  il  colore della buccia  e/o della polpa:  la pitaya  rossa,  la più  comune  (Hylocereus 

undatus), ha la buccia rossa e la polpa bianca. Viene chiamata anche pitaya bianca in Brasile ed in Asia 

è conosciuta come frutto del drago, a causa della sua buccia rosso acceso con piccole lingue verdi che 

ricoprono il frutto [85]. La polpa può essere anche di colore rosso acceso (Hylocereus lemairei); tra le 

specie più importanti è presente anche la pitaya gialla (Selenicereus megalanthus) con la buccia gialla 

e la polpa bianca [79]. Tutti i frutti contengono nella polpa dei piccoli semi. La pitaya è nota per il suo 

effetto diuretico e lassativo. 
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4.1.1.8 SIRIGUELA 

La siriguela (Figura 4.2‐c) è un piccolo frutto, simile ad una prugna, che nasce singolarmente o in 

gruppo di due o tre e può essere porpora, rosso, arancione o giallo. La buccia è lucida e compatta; la 

polpa è gialla, fibrosa, dal sapore acidulo. La siriguela è nativa dell’America Centrale. Viene coltivata 

nella  zona  compresa  tra  il  sud  del  Messico  ed  il  nord  di  Perù  e  Brasile,  ma  vi  cresce  anche 

spontaneamente.  In  Messico  il  frutto  è  utilizzato  come  diuretico  e  antispasmodico;  lo  sciroppo 

ricavato  dal  frutto  è  utilizzato  contro  la  diarrea  cronica;  è  stato  dimostrato  inoltre  che  l’estratto 

alcolico delle foglie di siriguela ha un’elevata azione antibatterica [76].  

4.1.1.9 TAMARINDO 

Il  tamarindo  (Figura  4.2‐d)  è  un  frutto  simile  ad  un  fagiolo.  Il  baccello  può  essere marrone‐

cannella o tendente al marrone grigiastro e inizialmente contiene semi verdi e teneri; quando giunge 

a maturazione la polpa diventa diventa marrone o rossastra e la buccia friabile. I semi completamente 

formati sono resistenti, marroni e ricoperti da una membrana. 

Il  tamarindo è nativo dell’Africa  tropicale, ma  fu  introdotto  in  tempi così antichi nelle  Indie che 

inizialmente  si pensava che  fosse di origine  indiana.  Il nome “tamarindo”  fu  infatti  introdotto dagli 

Arabi  che  lo  chiamavano  “tamar  hindi”  (dattero  indiano).  È  stato  inoltre  introdotto  in  America 

tropicale, alle Bermuda e alle Bahamas. 

Il frutto del tamarindo viene mangiato in molti modi diversi, a seconda delle zone: in India i semi 

ancora  immaturi  e  verdi  vengono  cucinati  con  riso,  carne  o  pesce;  la  polpa  è  un  importante 

ingrediente per fare salse; spesso viene zuccherata ed utilizzata per produrre confetture. In Brasile la 

polpa  viene  conservata  per  utilizzarla  in  bevande  calde,  salse  per  carne  o  semplici  torte.  Gli  usi 

medicinali  del  tamarindo  sono  moltissimi:  preparazioni  a  base  di  tamarindo  sono  ufficialmente 

riconosciute come refrigeranti in caso di febbre e come lassative. Da sola o in combinazione con succo 

di limone, miele, latte o datteri la polpa è considerata efficace come digestivo e come rimedio in caso 

di  disordini  della  bile  o  di  scorbuto.  Nella  medicina  popolare  la  polpa  è  anche  applicata  sulle 

infiammazioni o come unguento per i reumatismi [76]. Sono state inoltre dimostrate le sue proprietà 

analgesiche [86] e sembra che una dieta ricca di tamarindo influisca sull’assorbimento del colesterolo 

[87]. 

4.1.1.10 UMBU 

L’umbu  (Figura  4.2‐e)  è  un  frutto  in  genere  ovale,  giallo  verdastro,  con  la  buccia  abbastanza 

spessa e la polpa morbida [76]. L’albero dell’umbu, l’umbuzeiro, è nativo della regione semiarida del 

Nordest brasiliano [79]. Il nome deriva dalla parola “y‐m‐bu", che significa "albero che dà da bere". Il 

frutto viene  consumato al naturale oppure utilizzato per  la preparazione di bevande, gelati e dolci 

[88]. 
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a)  b)

   

   

d)c) 

 

 

e) 

 
Figura 4.1. a) Avocado (Persea Americana) [76]; b) Carambola (Averrhoa Carambola) [76]; c) Graviola (Annona Muricata) 
[76]; d)  Jurubeba (Solanum Paniculatum); e) Mango (Mangifera Indica) [76]. Ogni riquadro della griglia corrisponde ad un 

cm2. 
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a)  b)

  
d)c)   

   

 
 

 

e) 

 
Figura 4.2. a) Pequi (Caryocar Brasiliense); b) Pitaya (Hylocereus undatus) [76]; c) Siriguela (Spondias Purpurea) [76]; d) 
Tamarindo (Tamarindus Indica) [76]; e) Umbu (Spondias Tuberosa). Ogni riquadro della griglia corrisponde ad un cm2. 
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Figura 5.6. Formule di risonanza della galangina in cui si evidenzia la delocalizzazione elettronica dal gruppo ossidrilico in C3 
all’anello B (possibile anche per quercetina e canferolo). 

 

Ciò potrebbe spiegare lo spostamento della banda B di quercetina, canferolo e galangina rispetto 

a  quelle  di  crisina  e  apigenina,  che  presentano  rispettivamente  la  stessa  struttura  di  galangina  e 

canferolo, tranne per  l’assenza del gruppo 3‐OH. Le bande B di apigenina e crisina sono a  loro volta 

spostate a  lunghezze d’onda maggiori (λ  310 nm) rispetto a quelle di naringenina e pinocembrina 

(288 nm): ciò conferma le ipotesi proposte. Naringenina e pinocembrina, infatti, presentano la stessa 

struttura di apigenina e crisina, tranne per il doppio legame C2=C3. La presenza di un singolo legame 

C2‐C3  impedisce  la delocalizzazione  elettronica dall’anello B  all’eterociclo C,  vista  in  Figura  5.4.  La 

presenza del legame carbonilico in C4 mantiene comunque la delocalizzazione elettronica dall’anello 

A all’eterociclo (Figura 5.5). 

5.2 Determinazione del potere antiossidante 

Per la valutazione del potere antiossidante viene applicato sui polifenoli il metodo dell’inibizione 

della perossidazione  lipidica  in micelle di  SDS.  Le  condizioni utilizzate  sono descritte nel paragrafo 

2.3.1. I risultati vengono riportati in Tabella 5.2 e Figura 5.7. 

Tabella 5.2. Potere antiossidante dei polifenoli, misurato con il metodo dell’inibizione della perossidazione lipidica in micelle 
di SDS ed espresso in IC50 (μM). 

 

IC50 (M)  IC50 (M) polifenolo  polifenolo 

Apigenina  Pinocembrina 84±9  110±10 

Canferolo  Quercetina 2.0±0.2  1.6±0.2 

Catechina  Acido caffeico 2.0±0.2  0.48±0.05 

Crisina  100±10 
1,1‐dimetilallilcaffeato  0.22±0.02 

Galangina  3.0±0.3 

Naringenina  Fenetilcaffeato 56±6  0.47±0.05 
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Figura 5.7. Potere antiossidante dei polifenoli, misurato con il metodo dell’inibizione della perossidazione lipidica in micelle 
di SDS ed espresso in IC50 (μM). API: apigenina; CAN: canferolo; CAT: catechina; CRI: crisina; GAL: galangina; NAR: 
naringenina; PIN: pinocembrina; QUE: quercetina; CAFF: acido caffeico; DMAC: 1,1‐dimetilallilcaffeato; CAPE: 

fenetilcaffeato. 
 

I  risultati  mostrano  come  i  polifenoli  con  maggiori  proprietà  antiossidanti  siano  i  derivati 

dell’acido caffeico, con un  IC50<0.5 μM. Gli otto flavonoidi si possono a sua volta suddividere  in due 

categorie, sulla base del loro potere antiossidante: canferolo, catechina, galangina e quercetina sono 

caratterizzati da un potere antiossidante comunque elevato, con 1.5 μM ≤ IC50 ≤ 3 μM; gli altri invece 

sono tutti caratterizzati da un basso potere antiossidante (IC50 > 50 μM). 

Tenendo conto di questi risultati e delle abbondanze relative dei dieci polifenoli nel propoli si può 

confermare  quanto  già  anticipato  nel  paragrafo  3.2.2:  i  maggiori  responsabili  dell’attività 

antiossidante del propoli sono acido caffeico, DMAC, CAPE e galangina. Questi non sono  i polifenoli 

maggiormente presenti nel propoli, ma esercitano un potere antiossidante molto più elevato rispetto 

a crisina e pinocembrina, come si osserva in Figura 5.7. 

5.3 Effetto della struttura chimica dei flavonoidi sul potere antiossidante 

I flavonoidi analizzati sono caratterizzati da una struttura molto simile; nonostante ciò presentano 

spettri  UV/VIS  (paragrafo  5.1)  e  potere  antiossidante  (paragrafo  5.2) molto  differenti  tra  loro.  Si 

approfondisce  dunque  l’argomento motivando  nelle  differenze  strutturali  le  cause  del  differente 

potere antiossidante che si osserva in Figura 5.7. La struttura base dei flavonoidi analizzati è costituita 

da due anelli benzenici A e B ed un eterociclo C (Figura 5.8), variamente sostituiti. 
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6.2.2 METODO DNPH 

I  flavonoidi  di  Figura  5.1  vengono  infine  analizzati  utilizzando  il metodo  DNPH,  seguendo  la 

metodica  descritta  nel  paragrafo  2.3.7.  I  risultati,  riportati  in  Tabella  6.7,  vengono  espressi  in 

percentuale  rispetto  al  valore  della  naringenina,  che  viene  presa  come  riferimento,  in  quanto 

catechina e quercetina non forniscono una risposta significativa a questo metodo. 

Tabella 6.7. Risposta dei flavonoidi al metodo DNPH, espressa in % NE. 
 

flavonoide  % NE  flavonoide  % NE 

Apigenina  Galangina <1  <1 

Canferolo  Naringenina <1  100 

Catechina  Pinocembrina <1  82±1 

Crisina  Quercetina <1  <1 
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Figura 6.8. Risposta dei flavonoidi al metodo DNPH. API: apigenina; CAN: canferolo; CAT: catechina; CRI: crisina; GAL: 
galangina; NAR: naringenina; PIN: pinocembrina; QUE: quercetina. 

 

Tutti  i  flavonoidi,  tranne  la  catechina,  possiedono  il  gruppo  C=O,  di  conseguenza  hanno  le 

caratteristiche adatte a reagire con  la 2,4‐dinitrofenilidrazina.  Il grafico di Figura 6.8,  invece, mostra 

che  solo due degli otto  flavonoidi analizzati  forniscono una  risposta  significativa a questo metodo: 

naringenina  e  pinocembrina.  Curiosamente,  tra  quelli  che  hanno  il  gruppo  C=O,  naringenina  e 

pinocembrina sono gli unici due flavonoidi caratterizzati dal singolo legame C2‐C3; un simile risultato 

è stato già osservato in passato [35]. 

Naringenina e pinocembrina sono tra  i  flavonoidi con più basso potere antiossidante:  il metodo 

DNPH non sembra quindi utile a fornire un’indicazione sul potere antiossidante totale, se applicato ad 

una matrice alimentare.  Il fatto che  la reazione con  la 2,4‐dinitrofenilidrazina si basi semplicemente 

sulla presenza di un gruppo carbonilico dà  inoltre  luogo a possibili  interferenze da parte di aldeidi e 

chetoni in una matrice reale. 
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6.2.3 CONCLUSIONI 

I  saggi  dell’alluminio  cloruro  e  DNPH  sembrano  portare  ad  una  quantificazione  dei  flavonoidi 

parziale  e  non  correlata  con  il  potere  antiossidante  delle  singole  sostanze.  Nonostante  questo,  a 

partire  dai  risultati  ottenuti  si  possono  trarre  delle  conclusioni  su  quali  debbano  essere  le 

caratteristiche del metodo spettrofotometrico  ideale, che unisca ai vantaggi di semplicità e velocità, 

una quantificazione il più possibile attendibile del potere antiossidante di un campione.  

Innanzitutto è opportuno scegliere un metodo che si basi su una reazione direttamente correlata 

al  potere  antiossidante  ed  a  cui  effettivamente  la  sostanza  partecipi  in  natura.  La  risposta  che  si 

ottiene per ogni  singola  sostanza presente nell’alimento  sarà proporzionale alla  tendenza di quella 

sostanza  a  reagire  e  dunque  proporzionale  al  potere  antiossidante  della  sostanza  stessa.  In  caso 

contrario  si  potrebbero  avere  risposte  proporzionali,  ad  esempio,  alla  tendenza  a  reagire  con  4‐

amminofenazone (metodo enzimatico), alla formazione di complessi (AlCl3) o alla reazione con gruppi 

carbonilici (metodo DNPH), che non sono correlati al potere antiossidante.  

Il  risultato  finale  può  essere  influenzato  dalla  tecnica  di  misura  adottata.  Nei  metodi  di 

determinazione  della  quantità  di  reagente misurando  l’assorbanza  del  prodotto  si  può  avere  una 

sottostima dell’analita: ogni polifenolo presente nell’alimento porta alla  formazione di un prodotto 

diverso,  che  presenta  bande  di  assorbimento  in  posizioni  differenti  dello  spettro;  di  conseguenza 

effettuare una determinazione ad una lunghezza d’onda fissa, pur essendo molto comodo, potrebbe 

dar  luogo  ad  errore.  In  un metodo  ideale  si  effettua  la  determinazione  della  quantità  di  analita 

misurando  la  diminuzione  di  assorbanza  del  reagente,  piuttosto  che  l’aumento  di  assorbanza  del 

prodotto: tale valore risulta indipendente dal tipo di molecola che ha reagito, ma solo dalla tendenza 

della sostanza a partecipare alla reazione.  

Se  si  verificano  entrambe  le  condizioni  si  ottiene  un  metodo  nel  quale  il  risultato  ottenuto 

dipende  effettivamente  dal  potere  antiossidante  del  campione,  come  accade  nel metodo  DPPH. 

Questo metodo presenta comunque degli svantaggi:  il DPPH• è un radicale stabile che non presenta 

similitudini con i ROS; inoltre non è endogeno e la reazione avviene in etanolo, dunque non vengono 

riprodotte esattamente le condizioni nelle quali le sostanze antiossidanti partecipano allo scavenging 

di  radicali  liberi all’interno dell’organismo. Pare  infine  che  con  alcuni polifenoli  la  reazione non  sia 

quantitativa [25] e vengano quindi sottostimati alcuni analiti, come si è effettivamente osservato nel 

paragrafo  6.1.2. Nonostante  questo,  tra  i metodi  analizzati,  il metodo DPPH  è  quello  che  fornisce 

risultati più simili a quelli del metodo  IPL, preso come riferimento, sia nei  flavonoidi puri, che nelle 

matrici alimentari. 
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7 ‐ I biosensori ‐  

Un biosensore è un dispositivo  in grado di fornire un’informazione analitica quantitativa o semi‐

quantitativa utilizzando un elemento di  riconoscimento biologico,  in diretto contatto spaziale con  il 

trasduttore [109]. Un tipico biosensore è costituito da tre elementi: 

a) Un elemento biologico (enzima, tessuto, ecc.) che è la parte sensibile alla concentrazione 

di analita; 

b) un  trasduttore,  che  converte  un  cambiamento  delle  proprietà  fisiche  o  chimiche  della 

soluzione analizzata in un segnale misurabile; 

c) un  processore  del  segnale  o  altri  elementi  elettronici  che  permettono  la  lettura  del 

segnale. 

 

Figura 7.1. Schema di un generico biosensore [110]. 
 

L’elemento biologico è  il motivo dell’elevata selettività dei biosensori: come si osserva  in Figura 

7.1,  infatti,  solo  le  sostanze che  sono  in grado di  interagire con  l’elemento biologico  immobilizzato 

danno  vita  ad  un  segnale  analitico;  eventuali  interferenti  presenti  nella  matrice  non  forniscono 

segnale.  

7.1 Origini dei biosensori 

Le  origini  dei  biosensori  risalgono  alla metà  degli  anni  Cinquanta,  quando  venne  costruito  un 

elettrodo  in grado di misurare  la concentrazione di ossigeno:  il cosiddetto “elettrodo ad ossigeno di 

Clark”. In un sistema di questo tipo una normale coppia di elettrodi (elettrodo di lavoro di platino ed 

Capitolo 7 – I biosensori ‐   139



 

elettrodo di riferimento (Ag/AgCl) viene circondata da una membrana di plastica permeabile ai gas, in 

modo che solo l’ossigeno (e non altre sostanze riducibili) possa raggiungere la coppia di elettrodi. La 

differenza  di  potenziale  applicata  ai  due  elettrodi  è  tale  da  determinare  la  riduzione  immediata 

dell’ossigeno presente in soluzione. 

O2 + 2e
‐ + 2H+   H2O2 

La corrente che si genera è dunque direttamente proporzionale alla concentrazione di ossigeno. 

L’elettrodo ad ossigeno è stato utilizzato nella messa a punto del primo biosensore della storia, 

descritto da Clark e Lions nel 1962 [111] e costruito per la determinazione del glucosio nel sangue di 

pazienti  da  sottoporre  ad  intervento  chirurgico.  Materialmente  tale  biosensore  si  costruisce 

posizionando un film di enzima glucosio ossidasi sull’elettrodo di Clark. L’enzima viene immobilizzato 

utilizzando  una  seconda membrana  semipermeabile  del  tipo  da  dialisi  (acetato  di  cellulosa),  che 

permette al glucosio di raggiungere il sensore, ma non all’enzima di diffondere all’esterno. 

ELETTRODO

glucosio 
ossidasi

glucosio

O2

M1

M2

M1: membrana di Teflon (permeabile all'ossigeno)
M2: membrana di acetato di cellulosa (permeabile al glucosio)

OH

OH

H

OH
H

OHH

OH
H

OH

 

Figura 7.2. Schema del primo biosensore per il glucosio, messo a punto da Clark e Lions nel 1962. 
 

Il biosensore si basa sulla reazione di ossidazione del glucosio catalizzata dalla glucosio ossidasi. 

O

HO OH

HO OH

HO HO OH

HO OH

HO

O

HO
+ O2  + H2O + H2O2

glucosio
ossidasi

 

 

Il glucosio che diffonde nel sensore determina dunque una diminuzione nella concentrazione di 

ossigeno, che viene rilevata all’elettrodo [112]. 
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Il  dispositivo  di  Clark  non  ebbe mai  una  grande  diffusione  nella  pratica  terapeutica;  tuttavia 

l’apparecchio,  formato da un  composto biologico ed un  trasduttore  fisico,  rappresentò un modello 

per le successive ricerche di Clark e altri [113].  

Un altro biosensore fu messo a punto successivamente da Guibault e Montalvo nel 1969, per  la 

determinazione  dell’urea.  In  questo  caso  veniva  sfruttato  l’enzima  ureasi,  che  trasforma  l’urea  in 

anidride carbonica e ammoniaca. 

O

NH2H2N

+ H2O
CO2 + 2 NH3

ureasi

 

 

In  un  sistema  di  questo  tipo,  la  concentrazione  di  ammoniaca  è  monitorata  attraverso  un 

elettrodo  iono‐selettivo.  Viene  misurato  il  potenziale  dell’elettrodo,  proporzionale  alla 

concentrazione di ammoniaca sviluppata [112]. 

Nei decenni  successivi molti  sono  stati gli  studi  sui biosensori e gli  sviluppi della  ricerca hanno 

evidenziato che  i singoli enzimi non sono gli unici biocatalizzatori utili: anche certi preparati tissutali 

possono  catalizzare una  serie  complessa di  reazioni  chimiche. Tra questi,  curiosità ed  interesse ha 

riscosso l’utilizzo della polpa di banana, che, se impiegata come elemento biologico, può dare vita ad 

un biosensore per la determinazione della dopamina, un importante neurotrasmettitore. Il dispositivo 

sfrutta  l’azione  della  polifenolo  ossidasi  (PPO),  presente  nella  polpa  di  banana,  che  catalizza 

l’ossidazione da parte dell’ossigeno della  forma di‐idrossi della dopamina nella  forma chinonica. La 

riduzione  elettrochimica  della  forma  chinonica  produce  una  corrente  misurabile  e  direttamente 

proporzionale alla quantità di dopamina presente inizialmente [112].  

OH

OH

NH2 O2/PPO

O

O

NH2

OH

OH

NH2

+2e‐

+2H+

elettrodo

 

 

Gli studi sui biosensori sono poi proseguiti, grazie anche ai progressi della tecnologia, verso una 

miniaturizzazione  degli  elementi  elettronici,  oltre  che  nell’applicazione  di  altri  tipi  di  trasduttori 

innovativi,  come  le  fibre  ottiche  o  nello  studio  di membrane  in  grado  di  proteggere  più  a  lungo 

l’elemento biologico. Lo studio di nuovi tipi di biosensori o di nuove tecniche di immobilizzazione del 

biomateriale sono di grande interesse in quanto vi è una richiesta sempre più ampia di tecniche che 

premettano  di  ottenere  informazioni  analitiche  veloci,  affidabili  ed  accurate  in  campo  biomedico, 

ambientale ed industriale [114]. 
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7.2 Classificazione dei biosensori 

I biosensori si possono classificare a seconda di diversi criteri: 

a) tipo di biosensore (prima, seconda, terza generazione); 

b) tipo di elemento di riconoscimento molecolare (enzima, DNA, …); 

c) tipo di trasduzione (elettrochimica, ottica, ...). 

7.2.1 GENERAZIONI DI BIOSENSORI 

La classificazione attraverso  le generazioni permette di seguire  il progresso associato allo studio 

dei biosensori,  seguendo un ordine  cronologico, a partire dai più  semplici modelli  che  si basavano 

sull’elettrodo ad ossigeno di Clark a quelli più moderni. 

7.2.1.1 PRIMA GENERAZIONE 

I  biosensori  di  prima  generazione  sono  quelli  che  si  basano  sulla  riduzione  dell’ossigeno 

molecolare  e  utilizzano  l’elettrodo  di  Clark.  La  misura  però  presenta  alcuni  problemi:  la 

concentrazione di ossigeno nell’ambiente circostante deve essere controllata e costante;  l’ossigeno 

inoltre è caratterizzato da un potenziale di riduzione abbastanza elevato  in valore assoluto  (‐0.7 V), 

che fa sì che la misura di corrente sia soggetta ad interferenze. Il primo metodo utilizzato per aggirare 

questo  problema  fu  la  misura  dell’ossidazione  dell’H2O2,  che  viene  generata  dalla  reazione  del 

glucosio  con  l’ossigeno  (paragrafo  7.1),  ma  in  questo  caso  è  necessario  applicare  un  potenziale 

elevato  in  senso  opposto  (+0.65 V).  Si  è  quindi  passati  ad  un  nuovo  tipo  di  biosensore,  detto  “di 

seconda generazione”, in cui l’ossigeno viene rimpiazzato da un’altra molecola [112].  

7.2.1.2 SECONDA GENERAZIONE 

Nei sistemi con biosensori di seconda generazione viene  inserita un molecola detta “mediatore 

redox” nell’ambiente di  reazione:  il mediatore ha  la  funzione di  sostituire  l’ossigeno ossidandosi o 

riducendosi  all’elettrodo.  Un  buon mediatore  deve  dar  luogo  ad  una  reazione  redox  reversibile, 

veloce,  ed  avere  un  basso  potenziale  di  riduzione:  in  questo  modo  si  aggira  il  problema  delle 

interferenze riscontrato con l’ossigeno. È bene inoltre che sia stabile in entrambe le sue forme redox. 

I  mediatori  più  usati  sono  cationi  di  metalli  di  transizione,  come  il  ferro,  e  loro  complessi.  Un 

mediatore molto efficace è il ferrocene. 

Fe

 

Figura 7.3. Formula di struttura del ferrocene. 
 

In presenza di ferrocene la reazione di determinazione del glucosio diventa dunque: 
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glucosio + 2 [FeIII(Cp)2]
+ acido gluconico + 2 FeII(Cp)2 + 2H

+

 2 [FeIII(Cp)2]
+ + 2e‐2 FeII(Cp)2

 

CP: ciclopentadienile 
 

L’ossidazione  del  glucosio  determina  una  riduzione  del  ferrocene  che  viene  poi  riossidato 

all’elettrodo.  La  corrente  misurata  è  proporzionale  alla  concentrazione  di  glucosio  presente  in 

soluzione [112]. 

7.2.1.3 TERZA GENERAZIONE 

Il passo successivo è stato quello di eliminare sia  l’ossigeno che  il mediatore  redox cercando di 

ossidare o  ridurre  l’enzima direttamente  all’elettrodo. Dato  che  le proteine  tendono  a denaturarsi 

sulla superficie dell’elettrodo, il contatto diretto tra enzima ed elettrodo viene raggiunto modificando 

la  superficie  elettrodica  con  gruppi  funzionali  che  possano  reagire  con  alcuni  residui  aminoacidici 

dell’enzima e formare dei legami temporanei [112]. 

Le tre generazioni di biosensori si basano tutte su una reazione enzimatica e  la misura è di tipo 

amperometrico.  Con  l’avanzare  dell’interesse  verso  queste  tecniche  analitiche,  si  sono  studiati 

biosensori in cui possono essere diversi sia l’elemento biologico che la trasduzione.  

7.2.2 ELEMENTI DI RICONOSCIMENTO MOLECOLARE 

I  biosensori  si  differenziano  dai  sensori  chimici  per  il  fatto  di  possedere  un  elemento  di 

riconoscimento molecolare  di  tipo  biotico.  La  classificazione,  a  seconda  dell’elemento molecolare, 

suddivide i biosensori in due categorie: 

 biosensori a bioaffinità: viene sfruttata  la  formazione di un complesso analita/elemento 

biologico (DNA, antigene/anticorpo…); 

 biosensori biocatalitici: lo strato di riconoscimento molecolare è un catalizzatore (enzima, 

tessuti, …). 

 

BIOSENSORI

BIOCATALITICI A BIOAFFINITÀ

Enzimi  Cellule Acidi nucleici Anticorpi 

Microorganismi Tessuti

Figura 7.4. Classificazione dei biosensori in base all’elemento di riconoscimento molecolare [115]. 
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7.2.2.1 BIOSENSORI A BIOAFFINITÀ 

Nei biosensori a bioaffinità il sistema di riconoscimento tra elemento biologico ed analita è basato 

sulla formazione di complessi di molecole biologiche. Molto comuni sono gli “immunosensori”, che si 

basano  sulla  formazione di  complessi antigene/anticorpo  (l’uno utilizzato  come elemento biologico 

del  sensore,  se  l’altro  è  l’analita)  ed  i  sensori  a DNA.  In  entrambi  i  casi  si  tratta  di  un metodo  di 

riconoscimento estremamente selettivo, in quanto ciascun anticorpo riconosce solo il suo antigene e 

analogamente ciascuna sequenza di DNA è in grado di legarsi solo alla sua sequenza complementare. 

Un esempio di immunosensore utilizzato commercialmente è il test di gravidanza. In questo caso 

si determina  la presenza dell’ormone gonadotropina corionica, presente nelle donne  in gravidanza, 

utilizzando l’anticorpo dell’ormone come elemento biologico del biosensore [112].  

7.2.2.2 BIOSENSORI BIOCATALITICI 

I biosensori biocatalitici  si basano  invece  su una  reazione catalizzata da un enzima. L’elemento 

biologico  può  essere  un  enzima  presente  nella  sua  forma  libera  o  all’interno  di  un  sistema  più 

complesso, come una cellula, un tessuto o un microrganismo. A seconda della forma in cui l’enzima si 

trova la tecnica può variare le sue caratteristiche.  

Quando  l’enzima è  libero è al massimo della sua attività ed  il biosensore è molto più selettivo. 

D’altra parte, però, l’enzima purificato è costoso e si degrada facilmente: il biosensore ha un tempo di 

vita inferiore.  

Se viene immobilizzato un tessuto o una cellula, l’enzima si trova nel suo ambiente naturale e si 

degrada  molto  più  lentamente;  è  anche  molto  più  stabile  nei  confronti  di  modifiche  di  pH, 

temperatura,  forza  ionica. Dal momento che all’interno di un tessuto o di una cellula sono presenti 

diversi enzimi, utilizzando questi elementi per il riconoscimento molecolare si perde in selettività e la 

massa  più  grande  presente  sul  trasduttore  può  dare  problemi  di  diffusione  del  substrato,  dando 

origine a risposte analitiche più lente [112].   

7.2.3 TRASDUZIONE 

A  seconda  del  tipo  di  trasduzione  i  biosensori  si  possono  suddividere  in:  elettrochimici,  ottici, 

termici e piezoelettrici.  

7.2.3.1 BIOSENSORI ELETTROCHIMICI  

I biosensori elettrochimici sono  i più utilizzati per  la  loro semplicità,  la velocità di  risposta ed  il 

minor costo, rispetto agli altri tipi di biosensori. La determinazione avviene attraverso una reazione 

redox  che  genera  un  segnale,  misurato  da  un  rilevatore  elettrochimico.  A  seconda  del  tipo  di 

rilevatore e di segnale misurato i biosensori elettrochimici possono a loro volta suddividersi in: 

 potenziometrici: misurano il potenziale di cella a corrente zero; 

 amperometrici: misurano la corrente di cella, quando viene applicato un potenziale (fisso 

o variabile nel tempo); 

 conduttimetrici: misurano la conducibilità della soluzione di analita. 
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Una descrizione più accurata dei biosensori elettrochimici si trova nel paragrafo 7.4. 

7.2.3.2 BIOSENSORI OTTICI  

I biosensori ottici si basano sulla misura di luce assorbita o emessa come risultato di una reazione 

chimica o biologica.  In questo  tipo di biosensori  sono  spesso utilizzate  fibre ottiche per  guidare  le 

onde  elettromagnetiche  al  rilevatore. Anche  se  questi  biosensori  sono molto  sensibili,  presentano 

degli svantaggi, ad esempio non possono essere utilizzati in ambienti torbidi. 

7.2.3.3 BIOSENSORI TERMICI 

Nei  biosensori  con  trasduzione  termica  si  sfruttano  reazioni  biochimiche  che  coinvolgono  un 

assorbimento o una produzione di calore. Spesso però parte del calore prodotto può andare perso 

nell’ambiente e non essere rilevato. A causa della bassa sensibilità questi metodi sono scarsamente 

utilizzati [114] . 

7.2.3.4 BIOSENSORI PIEZOELETTRICI 

In  questo  tipo  di  biosensori  si  sfrutta  la  generazione  di  una  corrente  elettrica  da  parte  di  un 

cristallo  in vibrazione. La frequenza della vibrazione dipende dalla massa appoggiata sulla superficie 

del cristallo, che può essere legata ad una reazione biochimica [112]. 

 

TRASDUTTORI

Figura 7.5. Classificazione dei biosensori in base al trasduttore. 

7.3 Immobilizzazione dell’elemento biologico 

Una  fase  fondamentale  della  costruzione  di  un  biosensore  è  l’immobilizzazione  dell’elemento 

biologico, in quanto strettamente legato al tempo di vita del biosensore. Di seguito vengono descritte 

varie  tecniche  di  immobilizzazione;  in  realtà  spesso  non  vengono  utilizzate  singolarmente,  ma 

vengono accoppiate più tecniche per una singola immobilizzazione.  

ELETTROCHIMICI  OTTICI

Amperometrici Conduttimetrici

TERMICI PIEZOELETTRICI

Potenziometrici 

BIOSENSORI DI 

I generazione 

BIOSENSORI DI 

II generazione 

BIOSENSORI DI 

III generazione 
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7.3.1 ADSORBIMENTO 

L’adsorbimento dell’elemento biologico sulla superficie del trasduttore è la tecnica più semplice e 

datata. Non sono richiesti reagenti, né procedure particolari. Il legame è però molto debole e la vita 

del sensore piuttosto breve. Questo metodo viene utilizzato solo per esperimenti esplorativi.  

7.3.2 MICROINCAPSULAMENTO 

Questa è  la  tecnica  impiegata nel primo biosensore per  il glucosio.  In questo metodo si utilizza 

una membrana per intrappolare il materiale biologico sul trasduttore. Si ottiene in questo modo una 

buona stabilità dell’elemento biologico a variazioni di pH, forza ionica, potenziale e concentrazione di 

substrato ed un elevata specificità. I materiali di cui sono costituite solitamente tali membrane sono 

acetato di cellulosa, policarbonato, collagene, politetrafluoroetilene, Nafion o poliuretano. 

7.3.3 INTRAPPOLAMENTO 

In questa tecnica si prepara un gel polimerico direttamente nella soluzione contenente l’elemento 

biologico,  prima  della  deposizione  sul  trasduttore.  In  questo modo  la  biomolecola  è  intrappolata 

all’interno del  gel:  ciò può portare  ad una perdita dell’attività del biosensore,  anche  a  causa della 

difficoltà del substrato nel raggiungere l’elemento biologico, attraverso il gel polimerico. 

7.3.4 RETICOLAZIONE 

Questo metodo  sfrutta  agenti polifunzionali per  legare  il biomateriale al  supporto  solido.  I più 

comuni materiali utilizzati sono glutaraldeide, esametildiisocianato e 1,5‐dinitro‐2,4‐difluorobenzene. 

Anche  in  questo  caso  si  può  avere  perdita  dell’attività  e  limitata  diffusione  del  substrato  verso 

l’elemento biologico. 

7.3.5 FORMAZIONE LEGAMI COVALENTI 

In questa tecnica si sfrutta il fatto che, se l’elemento biologico è un enzima, si possono utilizzare 

alcuni  gruppi  funzionali  della  proteina,  non  coinvolti  nell’attività  catalitica,  per  formare  dei  legami 

covalenti  con  la  superficie  del  trasduttore.  In  genere  la  reazione  viene  condotta  in  presenza  del 

substrato,  per  proteggere  il  sito  attivo  dell’enzima;  i  gruppi  funzionali  dell’enzima  adatti  a  questo 

scopo sono gruppi amminici, carbossilici, tiolici, idrossilici, fenolici e imidazolici. Il vantaggio di questa 

tecnica è  il fatto che  l’enzima non viene rilasciato durante  la misura,  in quanto  legato fortemente al 

supporto.  

La procedura è piuttosto lunga perché è necessario modificare preventivamente la superficie del 

trasduttore  in modo  da  ottenere  gruppi  funzionali  che  possano  poi  formare  legami  covalenti  con 

l’enzima direttamente o attraverso  reazione  con una  sostanza  intermedia. Un esempio di  reazione 

diretta  tra  un  gruppo  funzionale  del  trasduttore  e  l’enzima  è  l’accoppiamento  di  gruppi  tiolici  su 

residui cisteinici dell’enzima. 

Capitolo 7 – I biosensori ‐  146 



 

SH + HS S S

HS = enzima

 

 

I  residui  lisinici dell’enzima  sono  i più  comuni punti di  ancoraggio per  la  formazione di  legami 

covalenti [116]. Comuni reagenti che si possono utilizzare per facilitare  la formazione di forti  legami 

tra  l’enzima e  la superficie del  trasduttore sono  le carbodimmidi  (R1N=C=NR2).  Il  reagente si  lega ai 

gruppi  carbossilici  del  trasduttore  attivando  il  carbonio  carbonilico  come  centro  elettrofilo  e 

favorendo  la  formazione  di  un  legame  covalente  con  i  gruppi  amminici  dell’enzima,  secondo  il 

seguente schema di reazione [112]. 
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Anche  l’N‐idrossisuccinimmide si  lega covalentemente al gruppo carbossilico del trasduttore per 

favorire  l’attacco  nucleofilo  dei  gruppi  amminici  dell’enzima  e  formare  un  forte  legame  ammidico 

[116]. 
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7.4 Biosensori elettrochimici 

I  biosensori  elettrochimici  riescono  a  combinare  la  sensitività,  evidenziata  dai  bassi  limiti  di 

rilevabilità, dei trasduttori elettrochimici con l’alta specificità dei processi di riconoscimento biologico. 

Sono inoltre di più basso costo rispetto agli altri tipi di biosensori, semplici da costruire ed utilizzare e, 

grazie al progresso nel campo delle nanotecnologie, sono anche i più adatti ad essere miniaturizzati. 
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Scegliere una tecnica elettrochimica permette inoltre di utilizzare piccoli volumi di reazione [117]. Per 

questi motivi più della metà dei biosensori descritti in letteratura sono di tipo elettrochimico [110].  

La  reazione  redox  monitorata  può  generare  una  corrente  (amperometria),  un  accumulo  di 

potenziale  (potenziometria)  o  alterare  le  proprietà  conduttive  dell’ambiente  di  reazione 

(conduttimetria). L’ultimo caso è il meno sfruttato perché la conduttività può variare a seconda della 

carica, della mobilità e della dissociazione dei singoli  ioni presenti  in soluzione;  inoltre è una tecnica 

per denifizione non selettiva [112]. 

7.4.1 BIOSENSORI POTENZIOMETRICI 

I  sensori potenziometrici  sono basati  sulla misura  del potenziale di  una  cella  elettrochimica,  a 

corrente nulla. Comuni esempi sono l’elettrodo a pH e gli elettrodi iono‐selettivi per l’identificazione 

di ioni come K+, Ca2+, Na+ e Cl‐ [117].  

In generale il potenziale di cella dipende dalla concentrazione delle specie presenti in soluzione e 

la relazione è espressa dall’equazione di Nernst: 

ln+= Θ

red

ox

a

a

nF

RT
EE  

ove EѲ rappresenta il potenziale di riduzione standard della coppia redox; R è la costante universale dei gas; T è la 
temperatura; n è il numero di elettroni scambiati; F è la costante di Faraday; aox è l’attività della specie ossidata e ared 

l’attività della specie ridotta. 
 

Volendo determinare la concentrazione di uno specifico analita si può creare una cella utilizzando 

due    semi‐celle  con  la  stessa  coppia  redox, ma  in  concentrazione  differente. Questo  è  il  principio 

utilizzato  in un  sensore  iono‐selettivo: una  soluzione  standard  a  concentrazione nota  viene  tenuta 

separata dalla soluzione da analizzare attraverso una membrana. Ai due lati della membrana si genera 

una  differenza  di  potenziale  che  dipende  dalla  differenza  di  concentrazione  tra  le  due  soluzioni, 

ovvero solo dalla concentrazione della soluzione di analita [112]. 

Questi  sensori  chimici  possono  essere  convertiti  in  biosensori  immobilizzando  un  elemento 

biologico sulla  loro superficie: è  il caso del biosensore ad urea, descritto nel paragrafo 7.1, dove si 

utilizza un elettrodo iono‐selettivo specifico per lo ione ammonio in cui è immobilizzata ureasi [112]. 

Un altro esempio è l’immobilizzazione della penicillasi, che catalizza la conversione della penicillina in 

penicilloato, con produzione di H+, su un elettrodo a pH [117]. 

Il fatto che il potenziale dipenda dal logaritmo della concentrazione e non sia invece direttamente 

proporzionale alla concentrazione determina una minore sensibilità di questo tipo di sensori, rispetto, 

ad esempio, a quelli amperometrici [112]. 

7.4.2 BIOSENSORI VOLTAMMETRICI/AMPEROMETRICI 

Le  tecniche  voltammetriche  e  amperometriche  sono  caratterizzate  dall’applicazione  di  una 

differenza di potenziale tra due elettrodi e dalla misurazione di una corrente, risultato di una reazione 

elettrochimica che avviene all’elettrodo di lavoro.  
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Nelle tecniche voltammetriche il potenziale applicato varia durate la misura. Esistono diversi tipi 

di voltammetria, a seconda della modalità con cui viene modificato il potenziale. Nella voltammetria a 

scansione lineare, in cui il potenziale viene variato linearmente nel tempo, il responso in corrente ha 

in genere la forma di un picco, come si osserva in Figura 7.6. 

 

Figura 7.6. Voltammogramma di scansione lineare di una generica reazione di riduzione. Epc = potenziale di picco catodico;  
ipc = corrente di picco catodico [118]. 

 

Variando il potenziale ‐ in senso positivo o negativo, a seconda che la reazione sia di ossidazione o 

riduzione – l’intensità di corrente misurata aumenta gradualmente a causa del trasferimento di carica 

sempre  più massiccio,  generato  dalla  reazione  redox. Al  potenziale  di  riduzione  (o  di  ossidazione) 

dell’analita si raggiunge un picco: la corrente di picco è proporzionale alla concentrazione di analita. 

Anche nella voltammetria ciclica, come nella voltammetria a scansione lineare, il potenziale viene 

variato  linearmente:  in questo caso però, dopo  la  formazione di un picco,  la direzione di scansione 

viene  invertita  ed  il  potenziale  viene  riportato  al  suo  valore  originario.  In  questo modo  vengono 

monitorate sia la reazione diretta che quella inversa ed è possibile ottenere ulteriori informazioni sul 

sistema  redox  in  esame,  quali  ad  esempio  la  reversibilità  della  reazione. Altri  tipi  di  voltammetria 

sono:  la  voltammetria  idrodinamica,  la  voltammetria  ad  impulso  differenziale,  la  voltammetria  ad 

onda quadra, la polarografia [117]. 

In amperometria,  invece, si effettua una misura dell’intensità di corrente  in funzione del tempo, 

mentre viene mantenuto un potenziale costante all’elettrodo: se la reazione è di riduzione si sceglie 

come potenziale un valore in cui la specie ridotta sia stabile, in modo da determinare una conversione 

immediata e quantitativa della  specie ossidata.  In  genere  si ha un decadimento della  corrente nel 

tempo, ma dopo un certo periodo la corrente raggiunge una condizione approssimativamente di stato 

stazionario.  
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Figura 7.7. Cronoamperogramma di una generica reazione di riduzione. È evidenziata in tratteggio la condizione di stato 
stazionario [112]. 

 

Il  valore  di  corrente  di  stato  stazionario  può  essere  utilizzato  in  modo  più  semplice  per  la 

quantificazione dell’analita. Tale valore di corrente dipende dalla concentrazione e non più dal tempo: 

C
δ

nFAD
i =  

n è il numero di elettroni scambiati; F è la costante di Faraday; A è l’area dell’elettrodo; D è il coefficiente di diffusione; δ è lo 
spessore dello strato di diffusione; C è la concentrazione di analita [119]. 

 

Un metodo per ottenere in tempi più rapidi un valore di corrente costante è quella di operare in 

condizioni idrodinamiche: in questo modo si provvede a velocizzare il trasporto di massa all’elettrodo, 

mantenendo comunque in prossimità dell’elettrodo un trasporto di massa esclusivamente diffusivo.  

La  trasduzione amperometrica è molto utilizzata sia per biosensori catalitici che di bioaffinità a 

causa della sua semplicità e del basso limite di rilevabilità [117]. 

7.5 Biosensori per la determinazione dei polifenoli 

Sono noti molti tipi di biosensori per  la determinazione della capacità antiossidante. La maggior 

parte di questi usa enzimi della classe delle ossidasi in combinazione con trasduttori elettrochimici, in 

particolare sistemi amperometrici.  I biosensori enzimatici sono  infatti caratterizzati da un’eccellente 

selettività  nei  confronti  di  molecole  biologiche  e  possono  determinare  direttamente  composti 

antiossidanti  anche  in matrici  complesse,  senza  che  vi  sia  la  necessità  di  preventive  procedure  di 

separazione. Inoltre permettono di ottenere informazioni sullo stato antiossidante di un campione in 

tempi  rapidi;  ciò  li  rende  molto  utili  per  misure  in  tempo  reale,  con  possibilità  anche  di 

automatizzazione a basso costo [109]. 

Per  la determinazione della capacità antiossidante si possono seguire diversi meccanismi: alcuni 

biosensori sono adatti alla misura di specifiche molecole biologiche (ad esempio DNA) la cui formula 

di struttura viene modificata come risultato di una reazione con i radicali liberi. Altri tipi di biosensori 

monitorano alcuni radicali liberi dell’ossigeno, come il radicale anione superossido, ma queste specie 
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sono difficili da determinare a  causa della  loro alta  reattività. Altre  tecniche  consistono  invece nel 

determinare la concentrazione di specifici composti antiossidanti, come l’acido ascorbico o i polifenoli 

[109]. 

Il funzionamento di un biosensore per i polifenoli è basato sulla serie di reazioni schematizzata in 

Figura 7.8. 
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Figura 7.8. Schema di funzionamento del biosensore per i polifenoli: ossidazione del polifenolo PhOH catalizzata dall’enzima; 
riduzione del polifenolo ossidato all’elettrodo. 

 

L’enzima  immobilizzato  sull’elettrodo  viene  ossidato  in  presenza  di  ossigeno  o  perossido  di 

idrogeno e poi riconvertito nella sua forma originaria, attraverso una reazione redox in cui è coinvolto 

un mediatore:  il  polifenolo  nella  sua  forma  ridotta.  La  corrente misurata  è  quella  generata  dalla 

successiva  riduzione  che  avviene  all’elettrodo e  che  riporta  il polifenolo nella  sua  forma originaria 

[109].  

Gli enzimi  che possono essere utilizzati per  la  costruzione di un biosensore per polifenoli  sono 

laccasi,  tirosinasi  e  perossidasi.  Biosensori  a  perossidasi  vengono  raramente  costruiti  in  quanto 

l’enzima  necessita  di  perossido  di  idrogeno;  nel  caso  di  laccasi  e  tirosinasi,  invece,  per  avere 

l’ossidazione  dell’enzima  è  sufficiente  l’ossigeno,  già  presente  naturalmente  in  soluzione  [120].  I 

biosensori più  sensibili  sono quelli a  tirosinasi, ma, a  causa della bassa  stabilità di questa  classe di 

enzimi, dispositivi di questo tipo presentano brevi tempi di vita [121]. Per questo motivo i biosensori 

maggiormente studiati sono quelli a laccasi [120‐124].  

Le laccasi vengono estratte principalmente da funghi, ma sono state isolate anche in piante, certi 

tipi  di  batteri  e  da  alcuni  insetti.  La maggior  parte  delle  laccasi  fungine  sono  proteine  globulari 

monomeriche di peso molecolare approssimatamente 60‐70 kDa con un punto isoelettrico intorno a 

pH 4.0; sono generalmente glicosidate, con un’estensione della glicosidazione tra  il 10 ed  il 25%. Le 

laccasi  catalizzano  l’ossidazione monoelettronica  di  orto‐  e  para‐difenoli,  amminofenoli,  polifenoli, 

poliammine, aril diammine ed alcuni ioni inorganici, grazie alla presenza di ioni rame all’interno della 

struttura  proteica.  L’ossidazione  del  substrato  è  accompagnata  da  una  riduzione  dell’ossigeno 

molecolare ad acqua [125].  

Le  laccasi  sono estesamente utilizzate  come biocatalizzatori per  la  loro  capacità di ossidazione 

non specifica e l’utilizzo di ossigeno come accettore di elettroni. Biosensori basati sull’enzima laccasi 

possono raggiungere fino a 100 giorni lavorativi di tempo di vita [121]. In taluni casi si osserva anche 
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un miglioramento  in  termini di  intervallo di  linearità e  limite di  rilevabilità per biosensori a  laccasi, 

confrontati con gli analoghi a tirosinasi [120]. 

Oggetto del presente  lavoro è  la messa a punto di un biosensore per  la misura delle proprietà 

antiossidanti di soluzioni contenenti polifenoli. Si tratta della prima fase di un più ampio progetto che 

ha come obiettivo finale  la determinazione dei polifenoli direttamente  in un campione  liquido reale 

(vino, tè, succo di frutta, …). 

I metodi classici per  la valutazione delle proprietà antiossidanti, discussi nella Parte  I di questa 

tesi,  sono  largamente  utilizzati, ma  presentano  degli  svantaggi:  richiedono  strumentazione  adatta, 

spesso  costosa  ed  ingombrante;  le procedure di  analisi prevedono  spesso  fasi di preparazione del 

campione,  per  cui  è  richiesta  una manualità  specializzata  ed  i  tempi  di  analisi  in  alcuni  casi  sono 

lunghi. L’utilizzo della tecnologia dei biosensori  in questo campo, come già accennato nel paragrafo 

7.5,  permette  di  ottenere  risultati  in  tempi  rapidi,  limitando  inoltre  la manualità  necessaria  alla 

misura.  

Alla  luce  di  questo,  si  è  ritenuto  importante  lo  studio  di  un  biosensore  per  la misura  delle 

proprietà antiossidanti  in campioni alimentali reali  (vino, tè, succo di frutta, …). A questo scopo si è 

preferito utilizzare un  trasduttore amperometrico  strumento già presente  in  commercio  (paragrafo 

8.2.1), che permette di sostituire l’elemento biologico e variare le condizioni sperimentali, a seconda 

del  substrato  da  analizzare. Dopo  aver  effettuato  una  valutazione  sulle  varie  tecniche  riportate  in 

letteratura  (paragrafo  7.5)  si  è  scelto  di  immobilizzare  l’enzima  laccasi  su  un  elettrodo  d’oro  e  di 

operare  in condizioni  idrodinamiche. Per verificare  la validità del sistema è stata utilizzata  la coppia 

redox idrochinone/benzochinone: la conversione tra le due specie è infatti altamente reversibile ed il 

benzochinone  possiede  un  potenziale  di  riduzione  particolarmente  basso,  che  limita  il  rischio  di 

interferenze. Inoltre le due specie sono di basso costo e sono entrambe disponibili commercialmente. 



 

8 ‐ Materiali e metodi nella 
progettazione di biosensori ‐ 

8.1 Materiali 

I  reagenti utilizzati  sono  stati  tutti  forniti da  Sigma‐Aldrich Co.  (Milano,  Italia). Come enzima è 

stata utilizzata la laccasi da Trametes versicolor (E. C. 1.10.3.2). 

Tutti  i  reagenti  sono  stati  conservati  in  frigo  a  4°C,  ad  eccezione  dell’enzima,  che  è  stato 

conservato  in  freezer  a  ‐18°C.  Le  soluzioni  tampone  sono  state  preparate  con  acqua  Milli‐Q, 

conservate in frigo a 4°C e rinnovate ogni 15 giorni. 

8.2 Strumentazione 

8.2.1 MISURE ELETTROCHIMICHE 

Per le misure elettrochimiche è stato utilizzato un trasduttore amperometrico Tectronik Senzytec 

1 (Tectronik S. r. l., Limena ‐ Pd, Italia). Il sistema è costituito da un’unità di controllo collegata ad una 

sonda, munita di agitatore (Figura 8.1), nella quale viene inserito un sensore.  

  Sonda

Sensore

Unità di 

controllo 

Soluzione 

analita 

 

 
Figura 8.1. Immagine del trasduttore amperometrico Tectronik Senzytech 1. 
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Lo strumento permette di  impostare e memorizzare  i parametri di misura  (potenziale di  lavoro, 

tempi  di  misura,  …)  direttamente  dall’unità  di  controllo  e  di  lavorare  in  completa  autonomia: 

attraverso lo schermo viene richiesta in tempi prefissati l’introduzione di standard e di analita; in base 

ai segnali registrati, viene calcolata la concentrazione di analita presente in soluzione. In alternativa lo 

strumento può essere collegato ad un PC:  in fase di messa a punto del sistema ciò è  indispensabile 

per monitorare la variazione di intensità di corrente nel tempo e scegliere le opportune condizioni di 

lavoro. La gestione dei risultati sul PC è stata effettuata utilizzando il software Biosetup 3.2 (Tectronik 

S. r. l., Limena ‐ Pd, Italia).  

Il Senzytech 1 è altamente versatile: permette infatti di sostituire il sensore e variare le condizioni 

sperimentali a seconda del substrato da analizzare. Per alcuni analiti, i sensori già pronti per l’utilizzo 

vengono  forniti direttamente dalla casa produttrice, assieme ai  flaconi degli standard e al  tampone 

corrispondente.  Ad  oggi  sono  disponibili  biosensori  per  la  determinazione  di  glucosio,  zuccheri 

(glucosio e  fruttosio), etanolo, acido  L‐malico,  L‐lattico e D‐lattico  in  vino;  sono  in  fase di  sviluppo 

biosensori per acidità volatile, fruttosio, saccarosio e polifenoli [126]. 

Il  sensore,  la  cui  immagine  è  riportata  in  Figura  8.2,  è  costituito  da  tre  elettrodi  d’oro:  due 

elettrodi di  lavoro (w1 e w2) di diametro 2.1 mm ed un terzo elettrodo che funge sia da riferimento 

che da controelettrodo (r‐c), di diametro 2.3 mm. 

 

                                   

 
Figura 8.2. Foto del sensore per Tectronik Senzytech 1 con ingrandimento sugli elettrodi. w1 e w2: elettrodi di lavoro; r‐c: 

elettrodo che funge da riferimento e da contro elettrodo. 
 

Lo stesso potenziale viene applicato sia alla coppia di elettrodi w1/r‐c che alla coppia w2/r‐c; tale 

potenziale  viene  continuamente  monitorato  e  tenuto  costante  dall’unità  di  controllo.  Vengono 

registrati contemporaneamente due segnali:  l’intensità di corrente  tra w1/r‐c  (i1) e quella  tra w2/r‐c 

(i2);  il segnale  in uscita è  la differenza tra  i1 e  i2. Questo sistema permette di  limitare  fortemente  le 

interferenze: un elettrodo di  lavoro (w1) viene modificato  immobilizzando  l’enzima e viene utilizzato 

effettivamente per monitorare la reazione elettrochimica. L’intensità di corrente i1 sarà quindi dovuta 

soprattutto  al  trasferimento  di  carica  dell’analita, ma  ci  potrebbe  essere  un  contributo  aggiuntivo 

dato da specie interferenti. Al secondo elettrodo di lavoro (w2) vengono applicati gli stessi trattamenti 

previsti  per  l’elettrodo w1,  ad  eccezione  della  deposizione  dell’enzima:  i2  è  dunque  una  corrente 

w1  r‐c  w2 
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dovuta solo ad interferenti. Utilizzando per la quantificazione la differenza i1‐i2 l’eventuale contribuito 

dovuto a specie diverse dall’analita viene eliminato.  

8.2.2 MISURE UV/VIS 

Per  le  analisi  spettrofotometriche è  stato utilizzato uno  spettrofotometro UV/VIS Beckman DU 

640 (Beckman Coulter S. p. A., Milano, Italia) fornito di cella termostatabile in quarzo (Hellma Italia slr, 

Milano) con cammino ottico da 1 cm. La temperatura di  lavoro è garantita da un termostato Haake 

K20‐DC30. 

8.3 Metodologie applicate 

8.3.1 TRATTAMENTI PRE‐IMMOBILIZZAZIONE 

Durante  le prove preliminari si è operato proteggendo  l’elettrodo w2,  in modo da ottenere una 

risposta strumentale dipendente solo dai trattamenti effettuati sull’altro elettrodo di  lavoro  (w1). Si 

lava  il  sensore  con  etanolo  e  lo  si  lascia  in  immersione  per  24  ore  in  una  soluzione  10 mM  di 

cisteammina  idrocloruro  o  acido  3‐mercaptopropionico.  Successivamente  si  lava  nuovamente  con 

etanolo e si conserva a secco a 4°C [123]. 

8.3.2 IMMOBILIZZAZIONE ENZIMA 

8.3.2.1 PRIMA PROVA DI IMMOBILIZZAZIONE CON EDC E NHS 

Si  effettua  il  trattamento  pre‐immobilizzazione  lasciando  in  immersione  il  sensore  in  una 

soluzione  10  mM  di  acido  3‐mercaptopropionico  per  24  ore.  Successivamente  su  entrambi  gli 

elettrodi  di  lavoro  vengono  depositati  5  μl  di  una  soluzione  di  EDC  (N‐etil‐N'‐(3‐

dimetilamminopropil)carbodiimmide)  e  NHS  (N‐idrossisuccinimmide)  entrambe  50 mM;  il  sensore 

viene lasciato a riposo per un’ora in cella umida. Dopo aver sciacquato il sensore con acqua milliQ, si 

depositano solo sull’elettrodo w1 5 μl di laccasi 10
‐4 M e si lascia a riposo per 2 ore in cella umida. Si 

sciacqua con acqua milliQ e si conserva il sensore in tampone K/Pi 0.1 M, a pH 7.0 [123]. 

8.3.2.2 SECONDA PROVA DI IMMOBILIZZAZIONE CON EDC E NHS 

Nella  seconda prova di  immobilizzazione  la  concentrazione della  soluzione di EDC e NHS  viene 

portata a 0.1 M; il tempo di riposo dopo la deposizione dell’enzima è di 5 ore. 

8.3.2.3 IMMOBILIZZAZIONE CON CHITOSANO E GLUTARALDEIDE 

Si prepara una sospensione di chitosano ad alto peso molecolare di concentrazione 10 mg/ml in 

acido acetico 1%. La sospensione viene lasciata in agitazione per una notte e neutralizzata con NaOH. 

Vengono  depositati  5  μl  di  chitosano  su  entrambi  gli  elettrodi  di  lavoro  e  5  μl  di  laccasi  solo 

sull’elettrodo  w1,  lasciando  a  riposo  in  cella  umida  per  un’ora.  Infine  si  depositano  5  μl  di 

glutaraldeide 1% su entrambi gli elettrodi di lavoro, si lascia asciugare completamente e si conserva a 

secco a 4°C. 





 

9 ‐ Progettazione di un 
biosensore per la 

determinazione dei polifenoli ‐ 

Come si osserva  in Figura 9.1,  il sistema prevede  l’ossidazione dell’idrochinone a benzochinone 

catalizzata  da  laccasi.  Applicando  un  opportuno  potenziale,  all’elettrodo  avviene  la  riduzione  del 

benzochinone  ad  idrochinone:  la  reazione  genera  una  corrente  misurabile,  proporzionale  alla 

concentrazione di idrochinone presente inizialmente in soluzione.  

 

Figura 9.1. Schema di funzionamento del biosensore a laccasi: ossidazione dell’idrochinone catalizzata dall’enzima e 
successiva riduzione del benzochinone all’elettrodo. 

 

Il tipo di trasduzione permette di effettuare iniezioni consecutive di idrochinone e di monitorare 

in  tempo  reale  la variazione di  intensità di  corrente,  che  risulta  correlabile, mediante una  curva di 

taratura, alla quantità di analita aggiunto alla soluzione.  

9.1 Prove preliminari in assenza di enzima 

Si  sono  effettuate  prove  preliminari,  in  assenza  di  enzima,  per  scegliere  alcuni  parametri 

fondamentali come il potenziale di lavoro e le condizioni sperimentali. In questa prima fase, dunque, 

ci si è concentrati solo sulla reazione elettrodica di riduzione del benzochinone, al fine di ottenere un 

segnale ottimale all’elettrodo. 
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9.1.1 SCELTA POTENZIALE DI LAVORO E TRATTAMENTO PRE‐IMMOBILIZZAZIONE 

Uno dei parametri fondamentali in una misura amperometrica è il potenziale di lavoro: come già 

accennato  nel  capitolo  7,  la  differenza  di  potenziale  che  si  applica  ai  due  elettrodi  deve  essere 

sufficientemente  grande  in  valore  assoluto da permettere  una  riduzione  immediata  e  quantitativa 

dell’analita.  In  genere  il  potenziale  di  riduzione  dipende  non  solo  dalla  specie  che  si  riduce 

all’elettrodo, ma anche dall’ambiente di reazione. È opportuno quindi, prima di effettuare una scelta, 

tenere anche presente le fasi successive di trattamento dell’elettrodo che si prevede di effettuare.  

Una  buona  tecnica  di  immobilizzazione  dell’elemento  biologico  prevede  una  modificazione 

preventiva dell’elettrodo, al  fine di  creare dei gruppi  funzionali  sulla  sua  superficie,  su  cui possano 

successivamente formarsi  legami covalenti con  l’enzima o con altre molecole. Noto che l’oro ha una 

grande  affinità  per  lo  zolfo,  sono  state  scelte  due  molecole  bifunzionali  come  alternative  per  il 

trattamento pre‐immobilizzazione: l’acido 3‐mercaptopropionico (MPA) e la cisteammina (CYS), le cui 

formule di  struttura  vengono  riportate  in  Figura 9.2.  Entrambe  le molecole presentano un  gruppo 

tiolico con cui possono legarsi all’oro ed un secondo gruppo disponibile a formare legami covalenti. Si 

cerca di creare quindi sull’elettrodo un monostrato di gruppi funzionali, carbossilici o amminici (Figura 

9.3). 
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Figura 9.2. Formule di struttura di cisteammina   Figura 9.3. Monostrato di acido 3‐mercaptopropionico  
e acido 3‐mercaptopropionico.  su una superficie d’oro. 

 

I  sensori  sono  stati  trattati  seguendo  la  procedura  riportata  nel  paragrafo  8.3.1,  utilizzando 

alternativamente  CYS  e  MPA  e,  per  ciascun  trattamento,  sono  state  condotte  misure  a  diverso 

potenziale:  in questo modo si possono ottenere simultaneamente  informazioni per  l’ottimizzazione 

del  pre‐immobilizzazione  e  del  potenziale  di  lavoro  ideale.  Le  prove  sono  state  effettuate  in  due 

diverse soluzioni tampone: sodio acetato e acido N‐morfolinetansolfonico (MES), a pH 5.0. 

Nei  grafici  seguenti  vengono  riportati  i  risultati ottenuti  in  termini di  variazione di  intensità di 

corrente corrispondente ad iniezioni di quantità note di benzochinone (BQ). 
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Figura 9.4. Trattamento sensore con CYS 10 mM. Iniezioni di 
100 μl di BQ 10 mM in 10 ml MES 0.1 M, KCl 0.1 M, pH 5.0. 

Figura 9.5. Trattamento sensore con MPA 10 mM. Iniezioni di 
100 μl di BQ 10 mM in 10 ml MES 0.1 M, KCl 0.1 M, pH 5.0. 
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Figura 9.6. Trattamento sensore con CYS 10 mM. Iniezioni di 
100 μl di BQ 10 mM in 10 ml NaAc 0.1 M, KCl 0.1 M, pH 5.0. 

Figura 9.7. Trattamento sensore con MPA 10 mM. Iniezioni di 
100 μl di BQ 10 mM in 10 ml NaAc 0.1 M, KCl 0.1 M, pH 5.0. 
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Come si può osservare in Figura 9.4 e Figura 9.6, effettuando il trattamento con cisteammina, le 

misure  elettrochimiche  forniscono  risultati,  in  termini  di  Δi,  che  variano  in  modo  non  costante 

all’aumentare del potenziale; trattando  invece  i sensori con acido mercaptopropionico  (Figura 9.5 e 

Figura 9.7) l’andamento della corrente in funzione del potenziale assume la classica forma a sigmoide. 

Sembra quindi che  il miglior trattamento pre‐immobilizzazione sia   quello con MPA.  In Figura 9.8 si 

riporta uno degli amperogrammi ottenuti applicando un potenziale di ‐0.4 V ed utilizzando un sensore 

trattato con MPA. Si osserva una buona linea di base che non sembra essere soggetta ad interferenze 

ed una variazione di corrente immediata all’aggiunta di benzochinone, con il segnale che si ristabilizza 

al nuovo valore di corrente in tempi brevi. Viene quindi scelto il potenziale di lavoro di ‐0.4 V. 
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Figura 9.8. Amperogramma ottenuto effettuando iniezioni di 100 μl di BQ 10 mM in 10 ml MES 0.1 M, KCl 0.1 M, pH 5.0; 
trattamento sensore con MPA; ‐0.4 V. 

9.1.2 VALUTAZIONE CONDIZIONI SPERIMENTALI 

Oltre alla valutazione di aspetti operativi legati alla parte elettrodica, è importante anche la scelta 

delle  condizioni  riguardanti  l’ambiente  con  cui  vengono  a  contatto  sensore  ed  analita  durante  la 

misura. È opportuno  tenere presente  che all’interno del  sistema avvengono due  reazioni di natura 

molto  diversa:  la  reazione  enzimatica  e  quella  elettrodica.  La  presenza  dell’enzima  obbliga  a 

mantenere  la  soluzione  ad  un  pH  al  quale  vi  sia  una  buona  attività  catalitica:  nasce  dunque  la 

necessità di operare in soluzione tampone. La reazione elettrodica necessita invece della presenza di 

un elettrolita di  supporto, per  fare  in modo  che  il  trasporto di massa  all’elettrodo  sia  solo di  tipo 

diffusivo: la scelta di tale sostanza è un aspetto delicato, perché l’elettrolita potrebbe interferire con 

la reazione enzimatica, inibendo l’enzima o partecipando a reazione secondarie.  

Al  fine  di  trovare  un  compromesso  tra  le  condizioni  ideali  della  reazione  enzimatica  e  quelle 

necessarie ad ottenere un segnale ottimale all’elettrodo, vengono effettuate delle prove incrociate di:  

a) attività enzimatica della  laccasi allo spettrofotometro, attraverso  la costruzione di curve 

di  Michaelis‐Menten  con  idrochinone  e  calcolo  delle  costanti  kc  e  KM,  legate 

rispettivamente all’attività dell’enzima ed all’affinità enzima‐substrato; 

b) risposta strumentale, in seguito ad iniezioni di quantità note di benzochinone e calcolo di 

parametri come la sensibilità e l’intervallo di linearità. 

9.1.2.1 SCELTA SOLUZIONE TAMPONE 

Vengono condotte prove al potenziostato, al fine di verificare la risposta strumentale in presenza 

di diverse soluzioni tampone. Si effettuano iniezioni di quantità variabili di benzochinone (da 1 a 100 

μM  in cella), a  ‐0.4 V, utilizzando KCl come elettrolita di supporto e trattando  i sensori con acido 3‐

mercaptopropionico. Inizialmente sono adottate le seguenti condizioni sperimentali: 
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 Sodio acetato 0.1 M, a pH 5.0; 

 MES 0.1 M, a pH 6.0; 

 Acido succinico 0.1 M, a pH 5.0; 

 Acido succinico 0.1 M, a pH 6.0. 

Per  ciascuna  soluzione  vengono  calcolati  sensibilità  e  intervallo  di  linearità.  I  risultati  vengono 

riportati in Tabella 9.1. 

Tabella 9.1. Sensibilità ed intervallo di linearità della risposta strumentale iniettando benzochinone in vari tamponi (KCl 0.1 
M, ‐0.4 V, trattamento sensore con MPA). 
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Tampone  Sensibilità, nA/μM  Intervallo di linearità, μM 

NaAc 0.1 M, pH 5.0  9.62  1‐100 

MES 0.1 M, pH 6.0  2.22  10‐50 

Ac Succ 0.1 M, pH 5.0  1.98  5‐20 

Acc Succ 0.1 M, pH 6.0  2.85  5‐20 

 

I risultati mostrano come  il tampone che fornisce sensibilità più elevata ed  intervallo di  linearità 

più ampio sia sodio acetato.  

9.1.2.2 VALUTAZIONE ATTIVITÀ LACCASI 

Vengono costruite le curve di Michaelis‐Menten per ricavare, alle varie condizioni sperimentali, i 

parametri  kc  e  KM,  che  forniscono  un’indicazione  sull’attività  dell’enzima  e  sull’affinità  enzima‐

substrato. KM  rappresenta  la concentrazione di substrato necessaria affinchè  la  reazione enzimatica 

abbia una velocità pari alla metà di quella massima: un basso valore di KM implica dunque che enzima 

e  substrato  hanno  una  buona  affinità.  kc,  invece,  rappresenta  il  numero  di molecole  convertite  in 

unità di tempo dall’enzima: più il valore di kc è grande, più è elevata l’attività enzimatica.  

Si  opera  nelle  stesse  soluzioni  tampone  in  cui  è  stata  precedentemente  valutata  la  risposta 

strumentale: 

 Sodio acetato 0.1 M, a pH 5.0; 

 MES 0.1 M, a pH 6.0; 

 Acido succinico 0.1 M, a pH 5.0; 

 Acido succinico 0.1 M, a pH 6.0. 

In tutti i casi le prove sono condotte in duplicato, in assenza ed in presenza di KCl 0.1 M, al fine di 

osservare la variazione di attività enzimatica causata dall’elettrolita di supporto.  
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La curva di Michaelis‐Menten  si costruisce ponendo  in grafico  la velocità  iniziale della  reazione 

enzimatica  (v0)  in  funzione della concentrazione di substrato. La velocità di reazione si può ricavare 

misurando  la  diminuzione  di  assorbanza  dovuta  alla  scomparsa  del  reagente  oppure  l’aumento  di 

assorbimento causato dalla formazione del prodotto. Il benzochinone ha una banda di intensità molto 

elevata a 245 nm (ε: 200000 cm‐1Lmol‐1), mentre l’idrochinone presenta una banda più debole a 290 

nm  (ε:  27000  cm‐1Lmol‐1):  si  sceglie  dunque  245  nm  come  lunghezza  d’onda  per  effettuare  le 

cinetiche.  

Le misure sono condotte con una concentrazione di idrochinone (HQ) variabile da 10 a 100 μM e 

concentrazione  di  laccasi  1  μM.  In  Figura  9.9  viene  riportato  un  esempio  di  grafico  di Michaelis‐

Menten.  Per  il  calcolo  dei  parametri  viene  utilizzato  il  metodo  dei  doppi  reciproci  (grafico  di 

Lineweaver‐Burk),  in cui viene riportato  il reciproco della velocità  iniziale di reazione  in funzione del 

reciproco  della  concentrazione  di  substrato  (in  Figura  9.10  ne  viene  mostrato  un  esempio).  Si 

riportano i risultati ottenuti in Tabella 9.2. 
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Figura 9.9. Grafico di Michaelis‐Menten, in assenza ed in presenza 
di KCl 0.1 M. Acido Succinico 0.1 M, pH 6.0, laccasi 1 μM, λ 245 

nm. 
Figura 9.10. Grafico di Lineweaver‐Burk. Acido 

Succinico 0.1 M, pH 6.0, laccasi 1 μM, , λ 245 nm. 
 

Tabella 9.2. Parametri KM e kc relativi alla coppia idrochinone‐laccasi nelle varie soluzioni tampone, in presenza ed assenza di 
KCl 0.1 M (laccasi 1 μM; λ: 245 nm). 

 

Nessun elettrolita  KCl 0.1 M 
tampone  pH 

KM, mol/L  kc, s
‐1  KM, mol/L  kc, s

‐1 

3.32∙10‐5  1.15∙10‐5 NaAc 0.1 M  0.356  0.086 5.0 

4.09∙10‐5  8.89∙10‐5 MES 0.1 M  1.69  0.942 6.0 

7.00∙10‐4  1.91∙10‐4 Acido Succinico 0.1 M  13.3  0.605 5.0 

1.10∙10‐5  8.59∙10‐6 Acido Succinico 0.1 M  0.163  0.089 6.0 

 

I risultati mostrano che potassio cloruro, classico composto utilizzato come elettrolita di supporto 

in  reazioni  elettrochimiche,  determina  un  crollo  dell’attività  enzimatica  della  laccasi,  testimoniato 
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soprattutto dalla sensibile diminuzione del parametro kc. Si rende necessario dunque effettuare prove 

con elettroliti di diversa natura.  

Nella coppia di misure condotte  in acido succinico si opera  in condizioni  identiche, ad eccezione 

del  pH:  il  confronto  dei  parametri  kc  e  KM mostra  come  l’affinità  enzima‐substrato  sia molto  più 

elevata  a pH 5.0.  Si  sceglie dunque  tale  valore  come pH di  lavoro. Nonostante  si  abbia un’attività 

enzimatica più efficace con acido succinico, si effettuano le prove successive in tampone acetato, che 

fornisce  migliori  risposte  strumentali.  Vengono  testati  potassio  perclorato  e  potassio  nitrato,  in 

concentrazione 0.1 M, come possibili elettroliti di supporto alternativi. A causa dell’intensa banda di 

assorbimento del nitrato tra 200 e 250 nm, che copre in parte quella del benzochinone, si preferisce 

misurare la velocità iniziale di reazione a 255 nm. 

Tabella 9.3. Parametri KM e kc relativi alla coppia idrochinone‐laccasi in presenza di KClO4 e KNO3 0.1 M (NaAc 0.1M, pH 5.0, 
laccasi 1 μM; λ: 255 nm). 

 

 ‐ Progettazione di un biosensore per la determinazione dei polifenoli ‐  163

Nessun elettrolita  KClO4 0.1 M  KNO3 0.1 M 

KM, mol/L  kc, s
‐1  KM, mol/L  kc, s

‐1  KM, mol/L  kc, s
‐1 

3.32∙10‐5  0.356  1.91∙10‐5  0.129  6.05∙10‐6  0.156 

 
 

KNO3  determina  una  diminuzione  più marcata  del  parametro  KM  ed  un  calo  più  ridotto  di  kc 

rispetto  a  KClO4.  Per  scegliere  definitivamente  potassio  nitrato  come  elettrolita  di  supporto,  è 

necessario verificare la risposta strumentale all’elettrodo, nelle nuove condizioni. 

9.1.2.3 VALUTAZIONE FINALE RISPOSTA STRUMENTALE 

Si  è  verificata  la  risposta  strumentale  con  elettroliti  diversi  dal  potassio  cloruro.  Le  condizioni 

strumentali erano le medesime delle prove precedenti: si sono utilizzati sensori trattati con MPA e si è 

applicata una differenza di potenziale di ‐0.4 V. Si sono effettuate le misure in tampone sodio acetato 

a pH 5 e si è variato l’elettrolita di supporto: KClO4 0.1 M e KNO3 0.1 M. 
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Figura 9.11. Retta di taratura del benzochinone. Trattamento sensore con MPA, ‐0.4 V, NaAc 0.1 M, pH 5.0. 
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Come  fatto  in precedenza, per ciascuna soluzione sono stati calcolati sensibilità ed  intervallo di 

linearità. 

Tabella 9.4. Sensibilità ed intervallo di linearità della risposta strumentale con KClO4 e KNO3 come elettrolita di supporto 
(NaAc 0.1 M, pH 5.0, ‐0.4 V, trattamento sensore con MPA). 

 

 ‐ Progettazione di un biosensore per la determinazione dei polifenoli ‐ 164 

Elettrolita di supporto  Sensibilità, nA/μM  Intervallo di linearità, μM 

KClO4 0.1 M  5.40  5‐20 

KNO3 0.1 M  2.29  5‐100 

 

Come si osserva in Figura 9.11 e Tabella 9.4, nel caso del potassio perclorato si ha una sensibilità 

più elevata, ma un  intervallo di  linearità molto più basso del potassio nitrato. Questo dato, unito ai 

risultati ricavati allo spettrofotometro su affinità enzima‐substrato ed attività enzimatica portano alla 

scelta delle seguenti condizioni sperimentali: tampone NaAc 0.1 M, pH 5.0, KNO3 0.1 M. 

9.2 Immobilizzazione laccasi 

Come  accennato  nel  paragrafo  7.3,  generalmente  non  viene  utilizzata  una  sola  tecnica  di 

immobilizzazione, ma si accoppiano più tecniche al fine di ottenere un forte legame tra trasduttore ed 

enzima,  che  prolunghi  il  tempo  di  vita  del  biosensore.  In  questo  caso  è  stata  condotta  una 

modificazione  preventiva  del  trasduttore  con  acido  3‐mercaptopropionico  (paragrafo  9.1.1);  dopo 

aver creato sul trasduttore dei gruppi carbossilici si può procedere con l’immobilizzazione.  

9.2.1 FORMAZIONE LEGAMI COVALENTI CON EDC E NHS 

La  prima  prova  di  immobilizzazione  è  condotta  sfruttando  una metodologia  già  impiegata  da 

Vianello  et  al  [123]  e  descritta  nel  paragrafo  8.3.2.  Tale metodo  porta  alla  formazione  di  legami 

covalenti  tra  il  trasduttore  e  l’enzima,  utilizzando  N‐etil‐N'‐(3‐dimetilamminopropil)carbodiimmide 

(EDC) e N‐idrossisuccinimmide (NHS) (Figura 9.12).  

N C N

N
N

OH

O O

N‐etil‐N'‐(3‐dimetilamminopropil)
carbodiimmide (EDC)

N‐idrossisuccinimmide (NHS)

 

Figura 9.12. Formule di struttura di EDC e NHS. 
 

I  due  reagenti  hanno  entrambi  la  funzione  di  legarsi  al  gruppo  carbossilico  del  trasduttore 

attivandolo per il successivo attacco nucleofilo dell’enzima, come già esposto nel paragrafo 7.3.5.  
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EDC, più reattiva, attacca il gruppo carbossilico per prima, formando un estere; la presenza di NHS 

è necessaria per mantenere attivo il carbonio carbonilico, dal momento che l’elevata elettrofilicità del 

carbonio attivato con EDC può dare luogo facilmente ad idrolisi. 

Pur aumentando  la concentrazione di EDC e NHS depositate sull’elettrodo ed  i  tempi di  riposo, 

non  si  è  osservato  un  buon  segnale  all’aggiunta  di  idrochinone:  la  differenza  di  corrente  che  si  è 

generata è minima e si confonde con il rumore di fondo (Figura 9.14‐a). 

9.2.2 RETICOLAZIONE CON CHITOSANO E GLUTARALDEIDE 

Si  è  tentato  dunque  un  secondo  metodo  di  immobilizzazione,  che  impiega  la  tecnica  di 

reticolazione. In questo caso non si formano legami covalenti direttamente tra trasduttore ed enzima, 

ma  si  utilizzano  delle  molecole  bifunzionali  che  si  legano  da  un  lato  al  solido  e  dall’altro  al 

biomateriale.  

Il chitosano è un polisaccaride  lineare con  legami β‐1,4, simile alla cellulosa. Formalmente è un 

copolimero  di  glucosammina  e  N‐acetilglucosammina;  la  sua  struttura  non  è  ben  definita  e  può 

differire  per  peso  molecolare,  grado  di  acetilazione  e  sequenza  dei  monomeri.  La  caratteristica 

strutturale unica del  chitosano è  la presenza di un gruppo amminico primario  in posizione C‐2 del 

residuo glucosamminico, come riportato  in Figura 9.13‐a. Pochi polimeri biologici hanno un così alto 

contenuto di ammine primarie, che possono essere utilizzate in biofrabbricazione [127]. 
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Figura 9.13. a) Formula di struttura semplificata del chitosano; b) formula di struttura della glutaraldeide. 
 

La  glutaraldeide,  caratterizzata  da  due  gruppi  aldeidici  terminali  (Figura  9.13‐b),  è  un  tipico 

reagente utilizzato per  l’immobilizzazione di biomolecole  tramite  reticolazione:  i  gruppi  aldeidici  si 

legano  infatti  facilmente  ad  alcuni  residui  amminoacidici  dell’enzima,  come  la  lisina  [112].  La 

sequenza di reazioni attraverso cui avviene  la reticolazione è rappresentata nel seguente schema di 

reazione. 
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Dapprima il chitosano si lega al gruppo carbossilico creato sul trasduttore durante il trattamento 

preventivo  con  acido  3‐mercaptopropionico.  Successivamente  la  glutaraldeide  utilizza  i  suoi  due 

gruppi  aldeidici  per  legarsi  da  un  lato  al  chitosano  e  dall’altro  all’enzima.  La  procedura  seguita  è 

riportata nel paragrafo 8.3.2.  

Nonostante siano noti alcuni svantaggi che si incontrano utilizzando la reticolazione come tecnica 

di  immobilizzazione, quali una possibile perdita di attività dell’enzima o una  limitata diffusione del 

substrato  all’elettrodo  [112],  utilizzando  questo metodo  si  ottengono  risultati migliori  che  tramite 

formazione  di  legami  covalenti  con  EDC  e  NHS.  Il  grafico  di  Figura  9.14  mostra  una  risposta 

amperometrica  immediata  all’aggiunta  di  idrochinone,  molto  più  pronunciata  che  nel  caso 

dell’immobilizzazione con EDC e NHS, anche ad una concentrazione di idrochinone molto più bassa. 
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Figura 9.14. Amperogrammi registrati a ‐0.4 V in NaAc 0.1 M, pH 5.0, KNO3 0.1 M. Trattamento sensore con MPA.  
a) immobilizzazione laccasi 10‐4 M con EDC+NHS, iniezioni di 200 μl di idrochinone 10 mM su 10 ml di tampone;  

b) immobilizzazione laccasi 10‐4M con chitosano e glutaraldeide, iniezioni di 20 μl di idrochinone 10 mM su 10 ml di 
tampone. 

9.2.3 CONCENTRAZIONE OTTIMALE DELL’ENZIMA 

La  ricerca  della  miglior  tecnica  di  immobilizzazione  è  condotta  depositando  laccasi  in 

concentrazione 10‐4M. Nella  fase successiva si verifica se variando  la concentrazione dell’enzima sia 

possibile  ottenere  un miglioramento  del  segnale.  Vengono    effettuate  delle  immobilizzazioni  con 

laccasi 5∙10‐5 M e 2∙10‐4 M. Si riporta in Figura 9.15 un esempio rappresentativo degli amperogrammi 

ottenuti. 
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Figura 9.15. Amperogrammi registrati a ‐0.4 V; trattamento sensore con MPA; immobilizzazione laccasi a diverse 
concentrazioni con chitosano e glutaraldeide; iniezioni di 20 μl di idrochinone 10 mM su 10 ml di NaAc 0.1 M, pH 5.0, KNO3 

0.1 M. 
 

I risultati ottenuti mostrano come, discostandosi dalla concentrazione di 100 μM di enzima, sia in 

positivo che  in negativo, si ottengono segnali disturbati e non riproducibili  in seguito all’aggiunta di 

idrochinone. Viene quindi confermata la scelta della concentrazione di laccasi di 10‐4M.  

9.3 Misure con il biosensore 

9.3.1 VERIFICA DEL pH DI LAVORO 

Come ultima valutazione, si è ritenuto opportuno verificare che il pH di lavoro, scelto nella prime 

fasi  di  messa  a  punto  del  sistema,  fosse  ancora  quello  ottimale,  anche  dopo  l’immobilizzazione 

dell’enzima  all’elettrodo.  È noto  infatti  che  l’attività dell’enzima può  variare  quando  forma  legami 

covalenti con altre molecole [112].  

Per  verificare  l’attività del biosensore  in un elevato  intervallo di pH  le  iniezioni di  idrochinone 

vengono condotte in tampone Britten‐Robinson.  
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Figura 9.16. Andamento della risposta del biosensori ad iniezioni di idrochinone, al variare del pH.Potenziale applicato ‐0.4 V; 
trattamento sensore con MPA; immobilizzazione laccasi 10‐4M con chitosano e glutaraldeide, in tampone Britten‐Robinson 

33 mM, variando il pH. 
 

I  risultati  riportati  in Figura 9.16 mostrano come  il pH di  lavoro, al quale si ha una  risposta più 

elevata all’aggiunta di  idrochinone, sia pH 5.0, ovvero ancora quello scelto  in fase di messa a punto 

del sistema, prima dell’immobilizzazione dell’enzima. 

9.3.2 VALUTAZIONI FINALI 

Si  riassumono  in  Tabella  9.5  le  condizioni  che  si  ritengono  ottimali  nella messa  a  punto  di  un 

biosensore  per  la  determinazione  dei  polifenoli,  testato  con  la  coppia  redox 

idrochinone/benzochinone. 

Tabella 9.5. Condizioni sperimentali ottimali nella costruzione del biosensore, testato sulla coppia redox 
idrochinone/benzochinone. 

 

Condizioni sperimentali 

Parametri 
strumentali 

Potenziale di lavoro  ‐0.4 V 

Trattamento sensore  MPA 10 mM per 24 ore 

 ‐ Progettazione di un biosensore per la determinazione dei polifenoli ‐  169

Immobilizzazione laccasi  Chitosano e Glutaraldeide 
Costruzione 
biosensore 

10‐4 M Concentrazione laccasi 

Tampone  NaAc 0.1 M 

pH  5.0 
Ambiente di 

lavoro 

KNO3 0.1 M Elettrolita di supporto 
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Con  il biosensore  costruito è  stata effettuata una misura di  controllo  iniettando  ripetutamente 

quantità  note  di  idrochinone,  non  più  al  fine  di  testare  una  singola  condizione  sperimentale, ma 

puntando  l’attenzione  sul  funzionamento  del  biosensore  nel  suo  complesso.  In  Figura  9.17  viene 

riportato l’amperogramma ottenuto iniettando per 11 volte consecutive 25 μl di idrochinone 10 mM; 

in Figura 9.18 si riporta la retta di taratura ricavata. 
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Figura 9.17. Amperogramma registrato a ‐0.4 V; trattamento sensore con MPA; immobilizzazione laccasi 10‐4 M con 
chitosano e glutaraldeide; iniezioni di 25 μl di idrochinone 10 mM su 10 ml di NaAc 0.1 M, pH 5.0, KNO3 0.1 M. 

 

Si osserva una risposta immediata in seguito all’iniezione di idrochinone ed il sistema si ristabilizza 

poi,  in  tempi  ragionevoli, al nuovo valore di  corrente,  corrispondente alla nuova  concentrazione di 

idrochinone. 
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Figura 9.18. Retta di taratura dell’idrochinone; ‐0.4 V; trattamento sensore con MPA; immobilizzazione laccasi 10‐4 M con 
chitosano e glutaraldeide; NaAc 0.1 M, pH 5.0, KNO3 0.1 M. 
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La  retta di  taratura del’idrochinone mostra un’elevata  linearità  (R2 = 0.996),  che devia  solo  ad 

elevate  concentrazioni.  In Tabella 9.6 vengono  riportati  i valori di  sensibilità,  intervallo di  linearità, 

limite di rilevabilità, calcolato considerando un rapporto segnale/rumore pari a 3 e riproducibilità su 

misure condotte in modo consecutivo, utilizzando lo stesso sensore. 

Tabella 9.6. Sensibilità, intervallo di linearità, limite di rilevabilità e riproducibilità del biosensore completo, testato sulla 
coppia redox idrochinone/benzochinone (RSD%: deviazione standard relativa %). 
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Sensibilità, nA/μM  Intervallo di linearità, μM  Limite di rilevabilità, μM  Riproducibilità, RSD% 

4.81  25‐200  1.8  5.5 % 

 

Effettuando un confronto con quanto presente in letteratura su biosensori a laccasi [122, 123], si 

nota che  la sensibilità è piuttosto alta,  l’intervallo di  linearità sufficientemente ampio ed  il  limite di 

rilevabilità è  in  linea  con altri  lavori. Una  riproducibilità  inferiore al 10% ed un  limite di  rilevabilità 

inferiore a 10 μM sono considerati accettabili [112, 122]. 

9.3.2.1 CONCLUSIONE 

Utilizzare  i  biosensori  per  la  determinazione  dei  polifenoli  ha  numerosi  vantaggi:  la misura  è 

veloce e  immediata e non necessita di stadi preventivi di purificazione del campione, a causa della 

selettività  intrinseca dell’elemento biologico del biosensore.  Il sistema è facilmente automatizzabile: 

lo  strumento  utilizzato  in  questo  lavoro  permette  infatti  di  impostare  tempi  e modi  con  i  quali 

l’operatore  è  invitato  ad  inserire  soluzioni  standard,  fornite  assieme  ai  sensori,  ed  il  campione;  lo 

strumento non necessita  inoltre di  collegarsi  ad un  computer e  fornisce  il  risultato  finale  in  tempi 

brevi e automaticamente. Tutto questo, unito alla semplice operatività della misura, permette anche 

ad  un  operatore  non  specializzato  di  sfruttare  questa  tecnologia  per  determinare  il  contenuto  di 

polifenoli in matrici reali. 

Nella  messa  a  punto  del  sistema  sono  sorti  degli  inconvenienti:  anche  utilizzando  le  stesse 

condizioni per ogni sensore che viene preparato, a parità di concentrazione di idrochinone la risposta 

strumentale  è  differente,  probabilmente  a  causa  della  diversa  quantità  di  enzima  che  riesce  ad 

immobilizzarsi  sull’elettrodo.  In  realtà  questo  problema  viene  eliminato  utilizzando  la  procedura 

descritta  nel  paragrafo  8.2.1.  Lo  strumento  richiede  più  volte  durante  la misura  l’iniezione  di  una 

quantità nota di uno standard. A partire dal segnale dello standard viene calcolata la concentrazione 

di analita. 

Il  secondo  svantaggio  che  si ha utilizzando  i biosensori  è  il  limitato  tempo di  vita, dovuto  alla 

disattivazione dell’enzima nel tempo. Questo aspetto è difficilmente eliminabile, ma molti studi sono 

stati  condotti  per  cercare  di  allungare  il  più  possibile  la  vita  del  biosensore.  In  questo  lavoro  si  è 

osservato un  tempo di vita di  circa 10 misure,  che  rende difficile  l’applicazione del biosensore per 

analisi di routine. Anche  in questo caso,  l’iniezione ripetuta dello standard permette di tenere sotto 

controllo la risposta strumentale e di capire quando il biosensore non è più utilizzabile. 

Nonostante non sia ancora stata testata l’efficacia di questo sistema biosensoristico nelle matrici 

reali,  si è  verificata  la  sua  validità  con  la  coppia  redox  idrochinone/benzochinone:  i  risultati hanno 

mostrato  una  buona  sensibilità,  un  ampio  intervallo  di  linearità,  oltre  a  limite  di  rilevabilità  e 
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riproducibilità  accettabili.  Nelle  fasi  successive  di  questo  progetto  sarà  necessario  verificare  il 

funzionamento del biosensore anche con altri polifenoli, diversi dall’idrochinone, per passare  infine 

alle matrici alimentari. Come ultimo obiettivo sarà anche importante valutare in modo preciso i tempi 

di  analisi  e  programmare  lo  strumento:  in  questo  modo  si  elimina  la  necessità  di  monitorare 

l’andamento del segnale durante la misura, ottenendo i risultati in modo semplice e immediato. 
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CONCLUSIONE 

 

In questa tesi è stato studiato il potere antiossidante di alcuni prodotti dell’agroalimentare: frutta 

e propoli. Lo studio effettuato sugli alimenti ha permesso non solo di effettuare un confronto tra  il 

potere antiossidante di prodotti locali e tropicali, analizzati durante il periodo passato presso l’istituto 

di  Bioscienze  dell’Università  Statale  di  San  Paolo,  ma  anche  di  condurre  una  valutazione 

approfondita  sull’attendibilità  dei  più  comuni metodi  spettrofotometrici,  largamente  utilizzati 

per  la  loro  rapidità  e  facilità  di  utilizzo,  ma  talvolta  poco  affidabili.  L’identificazione  dei 

componenti del propoli responsabili del suo eccezionale potere antiossidante ha portato inoltre 

ad  una  ricerca  approfondita  sulla  correlazione  tra  struttura  chimica  dei  flavonoidi  e  potere 

antiossidante. Infine, a completamento dello studio dei metodi per la quantificazione del potere 

antiossidante, è stato messo a punto un biosensore amperometrico a laccasi per la determinazione 

del  potere  antiossidante  di  soluzioni  di  polifenoli.  Di  seguito  vengono  descritti maggiormente  in 

dettaglio i risultati ottenuti. 

PROPOLI 

L’analisi del propoli, effettuata applicando diversi metodi di misura, ha evidenziato in primo luogo 

l’eccezionale  potere  antiossidante  del  propoli  di  origine  veneta,  attribuito  all’elevato  contenuto  di 

flavonoidi. È  stato evidenziato  inoltre,  tramite misure di  calorimetria differenziale a  scansione e di 

risonanza  di  spin  elettronico  come  il  propoli,  nonostante  penetri  attraverso  le  membrane 

fosfolipidiche, non ne determini modificazioni di  struttura.  I  risultati ottenuti per  il propoli  veneto 

sono stati confrontati con quelli ricavati su diversi tipi di propoli di origine brasiliana, analizzati presso 

l’Istituto di Bioscienze dell’Università Statale di San Paolo. È stato dimostrato che il propoli brasiliano 

presenta un potere antiossidante molto più basso  rispetto a quello veneto, concorde con  il  ridotto 

contenuto  di  flavonoidi  misurato  attraverso  analisi  HPLC/MS.  L’elevata  capacità  del  propoli  nel 

bloccare  i  radicali  liberi, unita all’elevata assorbanza nella  regione UV  lo  rende  inoltre un possibile 

ingrediente per protettivi solari. 

FRUTTA TROPICALE 

L’analisi  condotta  su  frutti  tropicali  ha  portato  all’identificazione  di  jurubeba  e  siriguela  come 

frutti più attivi, seguiti da carambola, graviola e tamarindo; il loro potere antiossidante è paragonabile 

a quello dei frutti di bosco. L’importanza di questo risultato è rappresentata dal fatto che  il potere 

antiossidante  di  jurubeba  e  siriguela  non  è mai  stato  analizzato  finora:  si  tratta  dunque  del 

primo lavoro in assoluto che verifica le proprietà antiossidanti di tali frutti.  

POLIFENOLI 

La necessità di individuare quali polifenoli siano responsabili dell’eccezionale potere antiossidante 

del  propoli  veneto  ha  reso  indispensabile  l’analisi  anche  di  soluzioni  di  polifenoli  puri.  Tali  prove 

hanno portato all’identificazione di galangina, acido caffeico, fenetilcaffeato e 1,1‐dimetilallilcaffeato 

come sostanze responsabili dell’elevato potere antiossidante del propoli. La somiglianza di struttura 

dei  flavonoidi  analizzati  ha permesso  inoltre  l’individuazione  di  alcuni  gruppi  funzionali,  all’interno 
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della struttura molecolare, che sembrano essere indispensabili perché il flavonoide nel suo complesso 

possegga  potere  antiossidante:  il  gruppo  catecolico  sull’anello  B,  già  noto  in  letteratura,  ed  la 

compresenza del gruppo 3‐OH e del doppio legame C2=C3. L’importanza del doppio legame non era 

finora stata dimostrata chiaramente in letteratura. 

APPLICABILITÀ DEI DIVERSI METODI PER LA MISURA DEL POTERE ANTIOSSIDANTE 

Tutte le analisi sono state condotte attraverso diversi metodi largamente utilizzati per valutare il 

potere antiossidante. Scopo di questi tesi è anche quello di fare chiarezza sull’applicabilità di alcuni di 

questi.  Il  metodo  che  è  stato  scelto  come  standard  è  quello  dell’inibizione  della  perossidazione 

lipidica,  che  monitora  il  comportamento  della  sostanza  antiossidante  nei  confronti  di  una  tipica 

reazione  che  avviene  in natura  ad opera dei ROS:  l’ossidazione dell’acido  linoleico  a perossido.  La 

reazione  viene  condotta  in  micelle:  viene  così  riprodotto  l’ambiente  creato  dalle  membrane 

fosfolipidiche che  le molecole antiossidanti devono attraversare per svolgere  la loro azione. Si tratta 

dunque  di  un  metodo  che  si  avvicina  molto  a  quello  che  avviene  effettivamente  all’interno 

dell’organismo. I metodi più largamente utilizzati sono invece saggi spettrofotometrici, più semplici e 

veloci,  le  cui  condizioni  sperimentali  si  allontanano  però  da  quello  che  accade  in  vivo.  I  risultati 

ottenuti su alimenti e polifenoli hanno portato alla conclusione che, tra  i metodi analizzati,  il saggio 

con  il DPPH  (2,2‐difenil‐1‐picrilidrazile) è quello più attendibile:  i  risultati ottenuti sono  infatti quelli 

che si avvicinano maggiormente al metodo IPL e la grandezza misurata è lo scavenger di radicali liberi 

da parte dell’antiossidante, uno dei meccanismi con i quali gli antiossidanti svolgono la loro azione. 

BIOSENSORI 

La  tecnologia dei biosensori permette di  ridurre ulteriormente  i  tempi di  analisi e  rendere più 

semplici  le  procedure,  senza  incorrere  negli  inconvenienti  individuati  nel  caso  dei  metodi 

spettrofotometrici.  In  questa  tesi  si  sviluppa  la  prima  fase  di  un  progetto  che  ha  come  scopo  la 

costruzione di un biosensore per la determinazione dei polifenoli in matrici alimentari. Viene studiata 

l’immobilizzazione dell’enzima  laccasi su un elettrodo d’oro. Le condizioni ottimali sono: formazione 

di  un  monostrato  di  acido  3‐mercaptopropionico  sulla  superficie  elettrodica  e  reticolazione 

dell’enzima  con  chitosano  e  glutaraldeide.  È  inoltre  stato  valutato  attentamente  l’ambiente  di 

reazione, in particolare la scelta dell’elettrolita di supporto, che deve permettere una buona risposta 

all’elettrodo,  senza  interferire  con  la  reazione  enzimatica.  Le  condizioni  ottimali  sono:  ‐  0.4  V  di 

potenziale applicato; tampone sodio acetato a pH 5, con sodio nitrato come elettrolita di supporto. Le 

prove sono state condotte con una coppia redox standard: idrochinone/benzochinone. Ulteriori fasi di 

questo  progetto  prevederanno  misure  con  diversi  tipi  di  polifenoli,  per  passare  poi  a  matrici 

alimentari. 
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ALLEGATI 

Allegato 1 ‐ Tabella componenti propoli 

 

  Composto  Provenienza  Quantità
i
 

Acidi Alifatici     

1  Acido (Z,Z) 9‐12, ottadecadienoico  Brasile [45] Iran [46]   

2  Acido 11‐eicosanoico  Iran [46]   

3  Acido 2‐idrossiacetico  Iran [46]   

4  Acido 2‐idrossimetil‐3‐indolacetico  Brasile [47]   

5  Acido 2‐propenoico  Anatolia [55]   

6  Acido 3‐acetbutirrico  Brasile [47]   

7  Acido 3‐chetoadipico  Brasile [47]   

8  Acido α‐linolenico  Iran [46]   

9  Acido butanedioico  Brasile [45]   

10  Acido caprico  Anatolia [55] Iran [46]   

Argentina [53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile [53] 
Cina [53] Corea [50] Ungheria [53] Nuova Zelanda 
[53] Uruguai [53] Stati Uniti [53] Uzbekistan [53]  

11  Acido cinnamilideneacetico   

12  Acido citrico  Iran [46]   

Acido 15‐acetossiisocupressico 
(Acido 5‐(6‐acetossi‐3‐metil‐es‐3‐enil)‐1,4α‐
dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐naftalene‐1‐

carbossilico) 

13  Brasile [49]   

Acido agatalico 
(5‐(5‐Formil‐5,8α‐dimetil‐2‐metilene‐
decaidro‐naftalen‐1‐il)‐3‐metil‐pent‐2‐

enoico) 

14  Brasile [49]   

Acido agatico 

15 
(Acido 5‐(4‐carbossi‐3‐metil‐but‐3‐enil)‐1,4α‐
dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐naftalene‐1‐

carbossilico) 

Brasile [49]   

Acido cupressico 
(Acido 5‐(3‐idrossi‐3‐metil‐pent‐4‐enil)‐1,4α‐
dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐naftalene‐1‐

carbossilico) 

16  Brasile [49]   

17  Acido eptadecanoico  Iran [46]   

18  Acido esadecanoico  Brasile [47]   

19  Acido etilesanoico  Brasile [47]   

20  Acido fumarico  Iran [46]   

21  Acido glicerico  Iran [46]   

22  Acido idrossi‐malonico  Iran [46]   

Acido isocupressico 
(Acido 5‐(6‐idrossi‐3‐metil‐es‐3‐enil)‐1,4α‐
dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐naftalene‐1‐

carbossilico) 

23  Brasile [49]   

24  Acido isopimarico  Iran [46]   

25  Acido lattico  Iran [46]   

26  Acido laurico  Iran [46]   

27  Acido malico  Iran [46]   

28  Acido miristico  Iran [46]   

29  Acido oleico  Anatolia [55] Brasile [47] Iran [46]   

30  Acido ottanoico  Iran [46]   

31  Acido palmitelaidico  Iran [46]   

Acido palmitico 
32  Anatolia [55] Brasile [45]  Iran [46]    

(Acido esadecanoico) 

33  Acido pelargonico  Iran [46]   
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  Composto  Provenienza  Quantità
i
 

34  Acido pentanedioico  Brasile [47]   

35  Acido stearico  Iran [46]   

36  Acido succinico  Iran [46]   

37  Acido tetronico  Iran [46]   

38  Acido Undecanoico  Brasile [47]   

Acidi aromatici     

0.74 [0‐1.74] mg/g 
propoli [51] 

39  Acido 1,1‐dimetilallilcaffeico  Argentina [51] Nuova Zelanda [50] Tunisia [50] 

40  Acido 2‐indolcarbonico  Brasile [47]   

Acido 2,2‐dimetil‐8‐prenilcromene‐6‐
propenoico 

41  Brasile [49]   

42  Acido 2,2‐dimetilcromene‐6‐carbossilico  Brasile [49]   

43  Acido 2,2‐dimetilcromene‐6‐propenoico  Brasile [49]   

Acido 3‐idrossi‐2,2‐dimetil‐8‐prenilcroman‐
6‐propenoico 

44  Brasile [49]   

Acido 3(3‐metossi‐4‐idrossifenil)‐2‐
propenoico 

45  Iran [46]   

46  Acido 3,4‐diidrossibenzoico  Iran [46]   

Anatolia [55] Argentina [53] Australia [53] Bulgaria 
[53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Nuova Zelanda 
[53] Iran [46] Stati Uniti [53] Ucraina [53] Ungheria 

[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

3.9 [0‐9.2] mg/g EEP 
[53] 

47  Acido 3,4‐dimetossicinnamico 

48  Acido 3‐idrossi‐4‐metossicinnamico  Anatolia [55]   

49  Acido 3‐idrossicinnamico  Italia [44]   

Acido 4‐diidrocinnamoilossi‐3‐
prenilcinnamico 

50  Brasile [49]   

51  Acido 4‐idrossi‐3‐prenilcinnamico  Brasile [49]   

52  Acido 4‐idrossibenzoico  Iran [46]   

53  Acido 4‐idrossi‐cinnamico  Italia [44]   

54  Acido 4‐metossibenzoico  Brasile [45]   

55  Acido 4‐pentenoico  Anatolia [55]   

56  Acido benzeneacetico  Anatolia [55]   

57  Acido benzoico  Anatolia [55] Brasile [48] Iran [46]   

Argentina [53] Australia [53] Brasile [47, 50, 53] 
Bulgaria [53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Croazia 
[52, 54] Egitto [50] Iran [46]  Italia [44] Nuova 

Zelanda [53] Sudafrica [53] Stati Uniti [53] Turchia 
[50] Ucraina [53] Ungheria [53] Uruguai [53] 

Uzbekistan [53] 

1.9 [0‐7.2] mg/g EEP 
[53]   

58  Acido caffeico 
26.999 μg/ml EEP 

[54] 

Argentina [51] Brasile [47, 50] Egitto [50] Nuova 
Zelanda [50] Iran [46] Turchia [50]  

2.11 [0‐8.26] mg/g 
propoli [51] 

59  Acido cinnamico 

10.3 [0‐31.2] mg/g 
EEP [53] 

60  Acido cinnamilideneacetico  Nuova Zelanda [50] 

61  Acido cis‐4‐cumarico  Iran [46]   

62  Acido cis‐4‐metossi‐cinnamico  Iran [46]   

63  Acido deidro‐abietico  Turchia [50]   

64  Acido δ‐9‐tetra‐idrocannabinoico  Iran [46]   

65  Acido diidrocinnamico  Egitto [50]   

Anatolia [55] Argentina [51] Brasile [45, 47, 50] 
Croazia [52] Egitto [50] Iran [46] Nuova Zelanda 

[50] Turchia [50]  

2.48 [0.51‐6.42] mg/g 
propoli [51]   66  Acido ferulico 

2.4  mg/g propoli [45] 

67  Acido idrocinnamico  Brasile [45, 47] Iran [46]   

68  Acido isoferulico  Brasile [50] Croazia [52] Egitto [50] Iran [46]    

69  Acido isoftalico  Anatolia [55]   

70  Acido isovanillico  Iran [46]   

71  Acido linoleico  Brasile [47]   

Argentina [51, 53] Australia [53] Brasile [45, 53] 
Bulgaria [53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Croazia 
[52] Egitto [50] Nuova Zelanda [50, 53] Stati Uniti 

[53] Sudafrica [53] Turchia [50] Ucraina [53] 
Ungheria [53] Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

5.9 [0‐27.4] mg/g EEP 
[53]   

72  Acido p‐cumarico  5.99 [0.92‐16.35] 
mg/g propoli [51]   

8.5 mg/g propoli [45] 

73  Acido pentenoico  Brasile [47]   
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74  Acido trans‐4‐cumarico  Iran [46]   

75  Acido trans‐4‐metossi‐cinnamico  Iran [46]   

76  Acido vanillico  Nuova Zelanda [50]   

Artepillin C  2.7 [0‐43.9] mg/g EEP 
[53] 

77  Brasile [49, 53] 
(Acido 4‐idrossi‐3,5‐prenilcinnamico) 

Esteri     

78  1‐feniletil‐trans caffeato  Iran [46]   

79  2’,6’‐diidrossi‐4’metossidiidro calcone  Iran [46]   

80  2‐metil‐2‐butenil‐trans‐4‐cumarato  Iran [46]   

81  2‐metil‐2‐butenil‐trans‐caffeato  Iran [46]   

82  3‐metil‐2‐butenil‐trans‐4‐cumarato  Iran [46]   

83  3‐metil‐2‐butenil‐trans‐caffeato  Iran [46]   

84  3‐metil‐2‐butenil‐trans‐ferulato  Iran [46]   

85  3‐metil‐3‐butenil‐trans‐caffeato  Iran [46]   

86  3‐metil‐3‐butenil‐trans‐ferulato  Iran [46]   

87  3‐metil‐3‐butenil‐trans‐isoferulato  Iran [46]   

88  3‐metilbut‐2‐enil ferulato  Nuova Zelanda [50]   

89  3‐metilbut‐3‐enil ferulato  Nuova Zelanda [50]   

90  Benzil Benzoato  Anatolia [55]   

91  Benzil Caffeato  Europa [50]   

92  Benzil Cinnamato  Anatolia [55] Turchia [50]   

93  Benzil‐trans‐4‐cumarato  Iran [46]   

Argentina [53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile [53] 
Cina [53] Corea [50] Iran [46] Nuova Zelanda [53] 
Stati Uniti [53] Turchia [50] Ucraina [53] Ungheria 

[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

94  Cinnamil caffeato   

95  Cinnamil cinnamato  Turchia [50]   

96  Dietil‐3‐metil succinato  Brasile [47]   

97  Dietil ftalato  Iran [46]   

98  Dimetil succinato  Brasile [48]   

99  Dimetil‐idrossi‐butandioato  Brasile [48]   

100  Etil acetato  Anatolia [55]   

101  Etil cinnamato  Iran [46] Nuova Zelanda [50]   

102  Etil Ferulato  Nuova Zelanda [50]   

103  Etil idrocinnamato  Brasile [47, 50]   

104  Etil indolacetato  Brasile [47]   

105  Etil linoleato  Iran [46]   

106  Etil oleato  Iran [46]   

107  Etil palmitato  Iran [46]   

108  Etil stearato  Iran [46]   

Argentina [53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile [53] 
Cina [53] Corea [50] Europa [50] Nuova Zelanda 
[53] Stati Uniti [53] Tunisia [50] Turchia [50] 
Ucraina [53] Ungheria [53] Uruguai [53] 

Uzbekistan [53] 

Fenetil caffeato o Fenetil estere dell’acido 
caffeico (CAPE) 

10.8 [0‐29.2] mg/g 
EEP [53] 

109 

110  Feniletil trans‐4‐cumarato  Iran [46]   

111  Metil abietato  Brasile [48]   

112  Metil idrocinnamato  Brasile [45]   

113  Metil laurato  Brasile [48]   

114  Metil stearato  Brasile [48]   

115  Metil‐2,4‐diidrossi‐6‐metilbenzato  Brasile [48]   

116  Metil‐3(3,4‐diidrossifenil)‐2‐propenato  Iran [46]   

117  Metil‐3(3,4‐dimetossifenil)‐2‐propenato  Iran [46]   

Metil‐3(3‐metossi‐4‐idrossifenil)‐2‐
propenato 

118  Iran [46]   

Metil‐3(4‐metossi‐3‐idrossifenil)‐2‐
propenato 

119  Iran [46]   

120  Pentenil caffeato  Europa [50]   

Flavonoidi e derivati     
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12‐Acetossiviscidone 
121  (Estere 2‐(6‐acetil‐5‐idrossi‐2,3‐diidro‐

benzofuran‐2‐il)‐allilico dell’acido acetico) 
Brasile [49]   

15‐metil estere dell’acido agatico 
(Acido 5‐(4‐metossicarbonil‐3‐metil‐but‐3‐
enil)‐1,4α‐dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐

naftalene‐1‐carbossilico) 

122  Brasile [49]   

 

123  3,5,7‐Triidrossi‐4'‐metossiflavanolo  Brasile [48, 49]   

124  7,4’‐diidrossiisoflavone  Brasile [48]   

125  Acacetina  Anatolia [55]   

Argentina [51, 53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile 
[53] Cina [53] Corea [50] Croazia [52] Nuova 

Zelanda [53] Stati Uniti [53] Ucraina [53] Ungheria 
[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

2.09 [1.04‐3.32] mg/g 
propoli [51] 

126  Apigenina 

Betuletolo 
127  (3,5,7‐Triidrossi‐6‐metossi‐2‐(4‐metossi‐

fenil)‐cromen‐4‐one) 
Brasile [49]   

Canferide  1.57 [0‐3.23] mg/g 
propoli [51]   128  (3,5,7‐Triidrossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐cromen‐

4‐one) 
Argentina [51] , Brasile [45, 49] 

12.3 mg/g propoli 
[45] 

 
 

Argentina [51, 53] Australia [53] Brasile [45] 
Bulgaria [53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Croazia 
[52] Iran [46] Italia [44] Nuova Zelanda [53] Stati 
Uniti [53] Sudafrica [53] Ucraina [53] Ungheria 

[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

3.6 [0‐10.9] mg/g EEP 
[53]  Canferolo 

129  0.4 [0‐1.15] mg/g 
propoli [51]  

(3,5,7‐Triidrossi‐2‐(4‐idrossi‐fenil)‐cromen‐4‐
one) 

0.4  mg/g propoli [45] 

130  Crisin‐7‐metil etere  Nuova Zelanda [50]   

75.6 [0‐139] mg/g 
EEP [53]  

Anatolia [55] Argentina [51, 53] Australia [53] 
Bulgaria [53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Croazia 
[52, 54] Egitto [50] Europa [50] Iran [46] Italia [44] 
Nuova Zelanda [50, 53] Stati Uniti [53] Sudafrica 

[53] Tunisia [50] Turchia [50] Ucraina [53] 
Ungheria [53] Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

Crisina  3.46 [0‐10.1] mg/g 
propoli [51]  

131 
(5,7‐diidrossi‐2‐fenil‐4H‐cromen‐4‐one) 

53.462 μg/ml EEP 
[54] 

Ermanina 
132  (5,7‐Diidrossi‐3,6‐dimetossi‐2‐(4‐metossi‐

fenil)‐cromen‐4‐one) 
Brasile [49]   

133  Esametossi Flavone  Egitto [50]   

Croazia [52, 54] Iran [46] 
134  Galangin‐7‐metil etere   

Nuova Zelanda [50] 

31.9 [0‐58.2] mg/g 
EEP [53]   

Argentina [51, 53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile 
[53] Cina [53] Corea [50] Egitto [50] Europa [50] 
Italia [50] Nuova Zelanda [50, 53] Stati Uniti [53] 
Sudafrica [53] Tunisia [50] Turchia [50] Ucraina 
[53] Ungheria [53] Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

2.13 [0‐9.07] mg/g 
propoli [51]  

Galangina 
135 

(3,5,7‐triidrossi‐2‐fenil‐4H‐cromen‐4‐one) 
30.624 μg/ml EEP 

[54] 

136  Isoninfaeolo‐B  Giappone [50]   

Isosacuratenina 
137  (5,7‐Diidrossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐croman‐4‐

one) 
Brasile [45]  7.3 mg/g propoli [45] 

Isosativan 
138  Brasile [56]   

(5‐Metossi‐2‐(7‐metossi‐croman‐3‐il)‐fenolo) 

Medicarpina 
139  (9‐Metossi‐6α,11α‐diidro‐6H‐

benzo[4,5]furo[3,2‐c]cromen‐3‐ol) 
Brasile [48, 56]   

140  Miricetin‐3,7,4’,5’‐metiletere  Tunisia [50]   

Naringenina 
Anatolia [55] Croazia [54] Egitto [50] Iran [46] 

Italia [44]  
24.517 μg/ml EEP 

[54] 
141  (2,3‐diidro‐5,7‐diidrossi‐2‐(4‐

idrossifenil)cromen‐4‐one) 

142  Ninfaeolo‐A  Giappone [50]   

Giappone [50] 
143  Ninfaeolo‐B   

Giappone [50] 
144  Ninfaeolo‐C   

145  Omoeridictiolo  Croazia [52]   
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146  omopterocarpina  Brasile [48]   

Argentina [53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile [53] 
Cina [53] Corea [50] Egitto [50] Iran [46] Nuova 
Zelanda [50, 53] Stati Uniti [53] Sudafrica [53] 
Tunisia [50] Turchia [50] Ucraina [53] Ungheria 

[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

45.2 [0‐80.0] mg/g 
EEP [53] 

147  Pinobancsin‐3‐acetato 

148  Pinobancsin‐3‐isobutanoato  Iran [46]   

149  Pinobancsin‐3‐isopentanoato  Iran [46]   

150  Pinobancsin‐3‐propanoato  Iran [46]   

Argentina [53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile [53] 
Cina [53] Corea [50] Nuova Zelanda [53] Sudafrica 
[53] Stati Uniti [53] Ucraina [53] Ungheria [53] 

Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

17.8 [0‐78.3] mg/g 
EEP [53] 

151  Pinobancsin‐5‐metil etere 

Argentina [51, 53] Australia [53] Brasile [45] 
Bulgaria [53] Cile [53] Cina [53] Corea [50] Egitto 
[50] Europa [50] Iran [46] Nuova Zelanda [50, 53] 
Stati Uniti [53] Sudafrica [53] Tunisia [50] Turchia 
[50] Ucraina [53] Ungheria [53] Uruguai [53] 

Uzbekistan [53] 

27.4 [0‐84.8] mg/g 
EEP [53]  

Pinobancsina 
152  5.39 [0‐10.3] mg/g 

propoli [51]  
(3,5,7‐Triidrossi‐2‐fenil‐croman‐4‐one) 

8.7 mg/g propoli [45] 

153  Pinobancsin‐O‐acetato  Europa [50]   

154  Pinocembrin calcone  Iran [46]   

155  Pinocembrin‐7‐metil etere  Nuova Zelanda [50]   

Argentina [51, 53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile 
[53] Cina [53] Corea [50] Croazia [52, 54] Egitto 
[50] Europa [50] Iran [46] Italia [50]6 Nuova 
Zelanda [50, 53] Stati Uniti [53] Sudafrica [53] 
Tunisia [50] Turchia [50] Ucraina [53] Ungheria 

[53] Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

54.2 [0‐99.7] mg/g 
EEP [53]  

Pinocembrina 
15.1 [0‐48.4] mg/g 

propoli [51]  
156  (2,3‐diidro‐5,7‐diidrossi‐2‐fenilcromen‐4‐

one) 
41.843 μg/ml EEP 

[54] 

157 
Pinostrombin calcone  Egitto [50]   

158 

  Pinostrombina  Brasile [47] Croazia [52] Egitto [50] Iran [46]   

159  Quercetin‐3,7,3'‐trimetiletere  Tunisia [50]   

2.2 [0‐4.8] mg/g EEP 
[53]  Argentina [51, 53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile 

[53] Cina [53] Croazia [54] Iran [46] Italia [44] 
Nuova Zelanda [53] Stati Uniti [53] Ungheria [53] 

Uruguai [53] Uzbekistan [53] 

Quercetina 160  1.35 [0‐2.84] mg/g 
propoli [51]  

(3,5,7‐triidrossi‐2‐(3,4‐diidrossifenil)‐4H‐
cromen‐4‐one) 

 
20.420 μg/ml EEP 

[54] 

161  Quercetin‐metil etere  Iran [46]   

162  Ramnetina  Croazia [52]   

163  Sacuranetina  Croazia [52]   

Argentina [51, 53] Australia [53] Bulgaria [53] Cile 
[53] Cina [53] Croazia [52] Corea [50] Nuova 

Zelanda [53] Stati Uniti [53] Sudafrica [53] Ucraina 
[53] Ungheria [53] Uruguai [53] Uzbekistan [53]  

34.4 [0‐96.9] mg/g 
EEP [53]  

Tectocrisina 
164  (5‐idrossi‐7‐metossi‐2‐fenil‐4H‐cromen‐4‐

one) 
2.09 [0‐4.45] mg/g 

propoli [51] 

Zuccheri e derivati     

165  Acido L‐Gluconico  Iran [46]   

166  D‐Galattosio  Iran [46]   

167  D‐Glucitolo  Iran [46]   

168  D‐Glucosio  Iran [46]   

169  Glicerina  Anatolia [55] Iran [46]    

170  Inositolo  Brasile [47, 50] Iran [46]   

171 
Mannosio  Brasile [47]   

 

172  Mioinositolo  Iran [46]   

173  Saccarosio  Iran [46]   

174  α ‐D‐Xylopiranoso  Iran [46]   

Aldeidi     

175  3,4‐idrossibenzaldeide  Iran [46]   

176  4‐idrossi‐2‐metossicinnamaldeide  Anatolia [55]   

177  4‐idrossibenzaldeide  Iran [46]   

178  Benzaldeide  Anatolia [55]   
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Coniferil aldeide 
179  Brasile [49]   

(3‐(4‐Idrossi‐3‐metossi‐fenil)‐propenale) 

180  Propanale  Anatolia [55]   

Anatolia [55] Brasile [49] Iran [46] Nuova Zelanda 
[50]Turchia [50] 

181  Vanillina (4‐idrossi‐3‐metossi‐benzaldeide)   

Chetoni      

182  2’‐idrossi‐acetofenone  Iran [46]   

183  2,4‐cicloeptadien‐1‐one  Anatolia [55]   

184  2‐Nonadecanone  Anatolia [55] Iran [46]   

185  2‐propen‐1‐one  Anatolia [55]   

186  4H‐1‐benzopyran‐4‐one  Anatolia [55]   

Idrocarburi alifatici     

187 
1,1,2‐trimetil‐3,5‐bis(1‐metiletenil)‐,(2. α.,3. 

α.,5. β.)‐cicloesano 
Brasile [48]   

188  Docosano  Anatolia [55]   

189  Eicosano  Anatolia [55] Iran [46]   

190  Eneicosano  Anatolia [55]   

191  Eptadecano  Iran [46]   

192  Nonadecano  Anatolia [55]   

193  Ottadecano  Anatolia [55]   

Fenoli     

194  2‐metossifenolo  Brasile [48]   

195  2,4,6‐trimetilfenolo  Brasile [48]   

196  2H‐1‐benzopiran‐7‐olo  Brasile [48]   

197  4,5‐dimetossi‐2‐fenolo  Anatolia [55]   

198  4‐allil‐2,6dimetossi‐fenolo  Brasile [48]   

199  4‐vinil‐2‐metossifenolo  Anatolia [55]   

200  4‐vinilfenolo  Anatolia [55]   

201  Crisofanolo  Anatolia [55]   

202  Idrochinone  Iran [46]   

Altri     

1‐(5‐eteniltetraidro‐5‐metil‐2‐furanil)‐1‐
metiletanolo 

203  Iran [46]   

204  1,2,3‐trimetossi‐5‐(2‐propenil)‐benzene  Brasile [48]   

205  1,2‐Dimetossi‐4‐propenil‐benzene  Brasile [56]   

206  1‐metil‐4‐azailuorenone  Anatolia [55]   

207 
1α‐(3‐MetIl‐but‐2‐enIl)‐1α,7α‐diidro‐1‐ossa‐

ciclopropa[b]naftalene‐2,7‐dione 
Brasile [56]   

208  1‐metossi‐4‐(1‐propenil)‐benzene  Brasile [48, 56]   

2,2,6‐β‐trimetil‐biciclo(4.3.0)non‐9(1)‐en‐
7.α‐olo 

209  Brasile [48]   

210 

2‐(3,4‐Diidrossi‐benzoil)‐3‐idrossi‐4‐(2‐
isopropenil‐5‐metil‐es‐4‐enil)‐6‐(3‐metil‐but‐
2‐enil)‐5‐metilene‐6‐(3,3,4,7‐tetrametil‐ott‐

6‐enil)‐cicloes‐2‐enone 

Brasile [56]   

211 

2‐(3,4‐Diidrossi‐benzoil)‐3‐idrossi‐4‐(2‐
isopropenil‐5‐metil‐es‐5‐enil)‐6‐(3‐metil‐but‐
2‐enil)‐5‐metilene‐6‐(3,3,4,7‐tetrametil‐ott‐

6‐enil)‐cicloes‐2‐enone 

Brasile [56]   

212  2,3‐diidro‐benzofurano  Anatolia [55]   

213  2,5‐dietil‐3,6‐dimetilpirazina  Anatolia [55]   

Lupeolo 
214  (1‐Isopropenil‐3α,5α,5β,8,8,11α ‐esametil‐

eicosaidro‐ciclopenta[a]crisen‐9‐one) 
Brasile [56]   

215  2‐naftalenemetanolo  Anatolia [55]   

216  3‐metossi‐β‐amirina  Brasile [47]   

4‐allil‐1,2‐dimetossibenzene 
217  Brasile [48, 56]   

(metal eugenolo) 

218  4‐βH,5α‐Eremofil‐1(10)‐ene  Iran [46]   

219  5‐Allil‐1,2,3‐trimetossi‐benzene  Brasile [56]   
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220  α‐amirina  Brasile [47, 56]   

221  β‐amirina  Brasile [47, 56]   

222  β‐amirin acetato  Brasile [47]   

223  Benzene  Anatolia [55]   

224  Benzeneetanolo  Anatolia [55]   

225  Benzil alcol  Anatolia [55]   

226 

Cicloartenolo 
(17‐(1,5‐Dimetil‐es‐4‐enil)‐4,4,13,14‐

tetrametil‐tetradecaidro‐
ciclopropa[9,10]ciclopenta[a]fenantren‐3‐

olo) 

Brasile [56]   

227 

Coniferil acetato dimerico 
(Estere 3‐[3‐acetossimetil‐2‐(4‐idrossi‐3‐
metossi‐fenil)‐7‐metossi‐2,3‐diidro‐

benzofuran‐5‐il]‐allilico dell’acido acetico) 

Brasile [49]   

228  Fosfato  Iran [46]   

229  Glicirizzina o Acido glicirizzico  Brasile [47]   

230  Isobutilchinolina  Brasile [47]   

231  Mentolo (2‐Isopropil‐5‐metil‐cicloesanolo)  Brasile [47]   

232 
Patchuli Alcol ([1R‐(1α,4β,4aα,6β,8aα)]‐
ottaidro‐4,8a,9,9‐tetrametil‐1,6‐metano‐

1(2H)‐naftolo 
Brasile [47]   

233  trans,trans‐Farnesolo  Iran [46] Brasile [45]   

234  trans‐1‐Fenil‐1‐propen‐3‐olo  Iran [46]   

235 
Tremetone 

(1‐(2‐Isopropenil‐2,3‐diidro‐benzofuran‐5‐il)‐
etanone) 

Brasile [49]   

236 
Viscidone 

(1‐[5‐Idrossi‐2‐(1‐idrossimetil‐vinil)‐2,3‐
diidro‐benzofuran‐6‐il]‐etanone) 

Brasile [49]   

237  α‐Bisabololo  Anatolia [55]   

238  α ‐Cadinolo  Anatolia [55]   

239  α ‐Cedrolo  Iran [46]   

240  α ‐Eudesmolo  Anatolia [55]   

241  β‐Cadinene  Anatolia [55]   

242  β ‐Eudesmolo  Anatolia [55]   

243  γ‐Cadinene  Iran [46]   

244  α‐pinene  Brasile [45]   

245  β‐pinene  Brasile [45]   

                                                            

i Viene riportata la quantità media di composto, se sono stati analizzati diversi campioni e, tra parentesi quadre, i valori 

limite 

EEP = ethanolic extract of propolis 

 

 

 



 

Allegato 2 ‐ Tabella componenti propoli europeo 

 

  Composto  Provenienza   Quantità 

Acidi Alifatici     

Bulgaria [53]  6.3 mg/g EEP 
1  Acido cinnamilideneacetico 

Ungheria [53]  7.8 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  4.0 mg/g EEP 

Ucraina [53]  0.8 mg/g EEP 2  Acido 3,4‐dimetossicinnamico 

Ungheria [53]  5.2 mg/g EEP 

3  Acido 3‐idrossicinnamico  Italia [44]  + 

4  Acido 4‐idrossi‐cinnamico  Italia [44]  + 

Bulgaria [53]  7.2 mg/g EEP 

5.8 μg/ml EEP [52] 
Croazia [52, 54] 

26.999 μg/ml EEP [54] 

Italia [44]  + 
5  Acido caffeico 

Ucraina [53]  0.8 mg/g EEP 

Ungheria [53]  3.1 mg/g EEP 

6  Acido ferulico  Croazia [52]  7.3 μg/ml EEP 

7  Acido isoferulico  Croazia [52]  3.4 μg/ml EEP 

Bulgaria [53]  3.5 mg/g EEP 

Croazia [52]  11.1 μg/ml EEP 

Ucraina [53]  8.9 mg/g EEP 
8  Acido p‐cumarico 

Ungheria [53]  3.7 mg/g EEP 

Esteri     

9  Benzil Caffeato  Europa [50]  + 

Bulgaria [53]  6.1 mg/g EEP 

Ucraina [53]  2.1 mg/g EEP 10  Cinnamil caffeato 

Ungheria [53]  13.8 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  5.6 mg/g EEP 

Europa [50]  + 

Ucraina [53]  2.6 mg/g EEP 
11  Fenetil caffeato o Fenetil estere dell’acido caffeico (CAPE) 

Ungheria [53]  13.8 mg/g EEP 

12  Pentenil caffeato  Europa [50]  + 

Flavonoidi e derivati     

Bulgaria [53]  13.4 mg/g EEP 

Croazia [52]  3.3 μg/ml EEP 

Ucraina [53]  3.9 mg/g EEP 
13  Apigenina 

Ungheria [53]  9.0 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  5.0 mg/g EEP 

Croazia [52]  4.3 μg/ml EEP 

Italia [44]  + 

Ucraina [53]  10.9 mg/g EEP 

14  Canferolo 

Ungheria [53]  4.8 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  120.4 mg/g EEP 

47.8 μg/ml EEP [52] 
Croazia [52, 54] 

53.462 μg/ml EEP [54] 

Europa [50]  + 

15  Crisina 

Italia [44]  + 

Ucraina [53]  12.9 mg/g EEP 

Ungheria [53]  82.9 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  45.6 mg/g EEP 

Croazia [52]  30.624 μg/ml EEP 

Europa [50]  + 

Italia [50]  + 
16  Galangina 

Ucraina [53]  13.4 mg/g EEP 

Ungheria [53]  44.2 mg/g EEP 

Croazia [54]  24.517 μg/ml EEP 
17  Naringenina 

Italia [44]  + 

18  Omoeridictiolo  Croazia [52]  6.4 μg/ml EEP 

Bulgaria [53]  41.2 mg/g EEP 19  Pinobancsin‐3‐acetato 

Ucraina [53]  14.7 mg/g EEP 
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  Composto  Provenienza   Quantità 

Ungheria [53]  59.9 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  19.7 mg/g EEP 

Ucraina [53]  7.5 mg/g EEP 20  Pinobancsin‐5‐metil etere 

Ungheria [53]  21.8 mg/g EEP 

Bulgaria [53]  84.8 mg/g EEP 

Europa [50]  + 

Ucraina [53]  6.6 mg/g EEP 
21  Pinobancsina 

Ungheria [53]  21.3 mg/g EEP 

22  Pinobancsin‐O‐acetato  Europa [50]  + 

Bulgaria [53]  94.4 mg/g EEP 

15.3 μg/ml EEP [52] 
Croazia [52, 54] 

41.843 μg/ml EEP [54] 

Europa [50]  + 

Italia [44, 50]  + 

23  Pinocembrina 

Ucraina [53]  9.2 mg/g EEP 

Ungheria [53]  51.2 mg/g EEP 

24  Pinostrombina  Croazia [52]  10.2 μg/ml EEP 

Bulgaria [53]  4.7 mg/g EEP 

Croazia [54]  20.420 μg/ml EEP 

Italia [44]  + 
25  Quercetina 

Ungheria [53]  4.4 mg/g EEP 

26  Ramnetina  Croazia [52]  1.2 μg/ml EEP 

27  Sacuranetina  Croazia [52]  4.2 μg/ml EEP 

Bulgaria [53]  96.9 mg/g EEP 

Croazia [52]  12.2 μg/ml EEP 

Ucraina [53]  12.4 mg/g EEP 
28  Tectocrisina 

Ungheria [53]  39.0 mg/g EEP 
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Allegato 3. Tabella componenti propoli brasiliano 

 

  Composto  Quantità  Rif 

Derivati dell’acido cinnamico    
[49]   Acido 2,2‐dimetil‐8‐prenilcromene‐6‐propenoico   

[49]   Acido 2,2‐dimetilcromene‐6‐propenoico   

[49]   Acido 3‐idrossi‐2,2‐dimetil‐8‐prenilcroman‐6‐propenoico   

[49]   Acido 4‐diidrocinnamoilossi‐3‐prenilcinnamico   

[49]   Acido 4‐idrossi‐3‐prenilcinnamico   

[45]   Acido ferulico  2.4 mg/g 

[45]   Acido idrocinnamico (Acido benzenpropanoico)   

  Acido p‐cumarico  8.5 mg/g  [45] 

[49]   Artepillin C (Acido 4‐idrossi‐3,5‐prenilcinnamico)   

[45]   Metil idrocinnamato   

 Flavonoidi   

[49]   3,5,7‐Triidrossi‐4'‐metossiflavanolo   

[48]   4',7‐Dimetossi‐2'‐isoflavonolo   

[48]   7,4'‐Diidrossiisoflavone   

[49]   Betuletolo (3,5,7‐Triidrossi‐6‐metossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐cromen‐4‐one)   

[45] 12.3 mg/g 
  Canferide (3,5,7‐Triidrossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐cromen‐4‐one) 

[49]  

[45]   Canferolo (3,5,7‐Triidrossi‐2‐(4‐idrossi‐fenil)‐cromen‐4‐one)  0.4 mg/g 

[49]   Ermanina (5,7‐Diidrossi‐3,6‐dimetossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐cromen‐4‐one)   

[45]   Isosacuratenina (5,7‐Diidrossi‐2‐(4‐metossi‐fenil)‐croman‐4‐one)  7.3 mg/g 

[56]   Isosativan (5‐Metossi‐2‐(7‐metossi‐croman‐3‐il)‐fenolo)   

[48, 56]   Medicarpina (9‐Metossi‐6α,11α‐diidro‐6H‐benzo[4,5]furo[3,2‐c]cromen‐3‐ol)   

[45]   Pinobancsina (3,5,7‐Triidrossi‐2‐fenil‐croman‐4‐one)  8.7 mg/g 

 Terpenoidi   

[45, 67]   α‐pinene   

[67]   α‐terpineolo   

[45, 67]   β‐pinene   

[67]   4‐terpineolo   

  [45]   Farnesolo 

Mircene 
  [67]  

(7‐Methyl‐3‐methylene‐1,6‐octadiene) 

 Acidi carbossilici aromatici   

[49]   Acido 2,2‐dimetilcromen‐6‐carbossilico   

[45]   Acido 4‐metossibenzoico   

[48]   Acido benzoico   

 Acidi grassi e loro esteri   

[45]   Acido 9,12‐ottadecadienoico   

[45]   Acido palmitico (Acido esadecanoico)   

[48]   Metil estere dell’acido 10‐ottadecenoico   

[48]   Metil palmitato (Metil estere dell’acido esadecanoico)   

 Altro   

[48] 1,1,2‐Trimetil‐3,5‐bis(1‐metiletenil)‐(2..,3. .,5..)‐icloesano    

[56]   1,2‐Dimetossi‐4‐propenil‐benzene   

12‐Acetossiviscidone 
[49]    

(Estere 2‐(6‐acetil‐5‐idrossi‐2,3‐diidro‐benzofuran‐2‐il)‐allilico dell’acido acetico) 

15‐metil estere dell’acido agatico 
[49]   (Acido 5‐(4‐metossicarbonil‐3‐metil‐but‐3‐enil)‐1,4α‐dimetil‐6‐metilene‐decaidro‐naftalene‐

1‐carbossilico) 
 

[56]   1α‐(3‐MetIl‐but‐2‐enIl)‐1α,7α‐diidro‐1‐ossa‐ciclopropa[b]naftalene‐2,7‐dione   

[67]   1‐fenil‐etanone   

[48, 56]   1‐metossi‐4‐(1‐propenil)‐benzene   

[48] 2,2,6‐‐trimetil‐biciclo(4.3.0)non‐9(1)‐en‐7..‐olo    
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Abstract 

In questa tesi è stato studiato il potere antiossidante di alcuni prodotti dell’agroalimentare: frutta 

e propoli. Lo studio effettuato sugli alimenti ha permesso non solo di effettuare un confronto tra  il 

potere antiossidante di prodotti locali e tropicali, analizzati durante il periodo passato presso l’istituto 

di  Bioscienze  dell’Università  Statale  di  San  Paolo,  ma  anche  di  condurre  una  valutazione 

approfondita sull’attendibilità dei più comuni metodi spettrofotometrici,  largamente utilizzati a 

causa  della  loro  rapidità  e  facilità  di  utilizzo, ma  talvolta  poco  affidabili.  L’identificazione  dei 

componenti del propoli responsabili del suo eccezionale potere antiossidante ha portato inoltre 

ad  una  ricerca  approfondita  sulla  correlazione  tra  struttura  chimica  dei  flavonoidi  e  potere 

antiossidante.  A  completamento  dello  studio  dei  metodi  per  la  quantificazione  del  potere 

antiossidante, è stato messo a punto un biosensore amperometrico a laccasi per la determinazione 

del potere antiossidante di soluzioni di polifenoli.  

In this work some agrifood products has been studied to estimate their antioxidant activity: fruits 

and  propolis.  The  results  allow  to  compare  the  antioxidant  power  of  local  and  tropical  products, 

analyzed during  the period  I passed  at  the  Institute of Biosciences of  the  State University of    São 

Paulo. Moreover the results obtained has been used to conduct a thorough evaluation on the most 

common  spectrophotometric methods, widely  used  because  of  their  speed  and  convenience,  but 

sometimes unreliable. The identification of the components of propolis responsible for its exceptional 

antioxidant power also led to an extensive research on the correlation between chemical structure of 

flavonoids and their antioxidant power.  In order to complete the study on the methods that can be 

used  for  the quantification of  the antioxidant power, an amperometric  laccase biosensor has been 

developed. 

Nesta tese foi estudado o poder antioxidante de alguns produtos do sector agro‐alimentar: fruta 

e própolis. Os resultados obtidos no estudo realizado em alimentos permitiram a comparação entre o 

poder  antioxidante  dos  produtos  locais  e  tropicais,  analisados  durante  o  período  transcorso  no 

Instituto de Biociências da Universidade Estadual Paulista, como também uma profunda avaliação da 

credibilidade dos métodos espectrofotometricos, que  são os métodos  comumente aplicados nesse 

tipo de análise, graças à sua rapidez, mesmo se nem sempre são os mais confiáveis. A  identificação 

dos  componentes  da  própolis  responsáveis  pelo  o  exepcional  poder  antioxidante  conduziu  à 

realização de um estudo  aprofundido da  correlação entre a estrutura química dos  flavonóides e o 

poder  antioxidante.  Completando  o  estudo  sobre  os  métodos  de  quantificação  do  poder 

antioxidante,  foi  desenvolvido  um  biosensor  amperométrico  com  a  enzima  lacase  para  a 

determinação do poder antioxidante de soluções de polifenóis. 


