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QUADRO INTRODUTTIVO

La foresta come farmacia: la biodiversita come valore aggiunto nella ricerca

di nuove soluzioni salutistiche

A partire dalla seconda meta del secolo scorso si &€ resa sempre piu evidente la capacita
dell'uomo di modificare in modo irreversibile il clima globale e, in modo distruttivo, gli
ecosistemi che abita e sfrutta; l'importanza fondamentale della tutela e della
valorizzazione della biodiversita e stata portata all'attenzione della comunita
internazionale. Nel 1992 la conferenza delle Nazioni Unite svoltasi a Rio de Janeiro ha
dato una definizione del termine biodiversita nell'art. 2 della Convenzione sulla diversita
biologica: “ogni tipo di variabilita tra organismi viventi, compresi, tra gli altri, gli
ecosistemi terrestri, marini e altri acquatici e i complessi ecologici di cui essi sono parte;
essa comprende la diversita entro specie, tra specie e tra ecosistemi”. La Convenzione
sulla diversita biologica (CBD, vedi sitografia) ratificata da 193 Paesi € espressione degli
obbiettivi generali che la comunita internazionale si prefigge di seguire, lascia a ciascuno
stato il compito di individuare programmi e politiche nazionali che portino alla
conservazione e all'uso sostenibile della biodiversita. Negli ultimi anni la conservazione
della diversita biologica & una delle questioni piu problematiche e dibattute, questo indica
una presa di coscienza dell'importanza di un problema che non puo essere trascurato ed
€ un buon punto di partenza per la messa in atto delle iniziative necessarie a limitare i
pericoli e i danni che I'uomo stesso ha generato all'equilibrio degli ecosistemi del nostro
pianeta. Il processo di ricerca e accordi internazionali iniziato nel 1992 ha portato al
consolidarsi della relazione tra conservazione della natura e sviluppo locale sostenibile e
all'utilizzo dell'approccio ecosistemico nella gestione delle risorse biologiche (Pappalardo,
2009) inteso come “una strategia per la gestione integrata della terra, dell’acqua e delle
risorse viventi che promuove la conservazione e |'uso sostenibile in modo giusto ed equo”
(COP 5 decision V/6) definizione che implica coinvolgimento diretto e sostanziale dei
portatori d’interesse locali (stakeholders) nella gestione del territorio, che & vista come un
processo che presenta due punti di vista fondamentali: quello ambientale e quello sociale

(Padovani et al., 2003). Il concetto di approccio ecosistemico al problema ambientale
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influira largamente sul modo di impostare la gestione delle “risorse viventi”. Un altro
aspetto da indagare & la motivazione profonda che ha portato al gia descritto cambio di
rotta della comunita internazionale, oltre al dato di fatto troppe volte dimenticato che la
salute della natura che abitiamo dovrebbe essere preservata per il suo valore intrinseco
senza bisogno di motivazioni utilitaristiche, negli ultimi anni siamo giunti a solide evidenze
scientifiche che hanno reso indubbio che gli obbiettivi economici e ambientali vadano di
pari passo nel lungo periodo. La maggior parte delle attivita umane nel sistema
economico attuale richiedono una motivazione/sostenibilita economica per essere messe
in atto ed e sensato affermare che le politiche di salvaguardia della biodiversita possono
trovare una grande spinta nella quantificazione dei servizi che gli ecosistemi forniscono
all'uomo. In questo ambito e importante citare un documento prodotto da UNCTAD
(United Nations Conference on Trade and Development) intitolato “UNCTAD BioTrade
Principles and Criteria” che espone, in continuita con quanto affermato nella Convenzione
sulla diversita biologica (CBD), il concetto di Bio Trade come fattore di unione dei criteri di
sostenibilita ambientale e sociale alla sostenibilita economica dei processi produttivi. |
principi esposti possono essere applicati in diversi contesti al fine di guidare i processi di
Biotrade alla promozione della biodiversita attraverso I'uso commerciale sostenibile.
Volendo presentare gli elementi fondamentali di quanto esposto nel documento bisogna
ricordare che al fine di sviluppare i principi e criteri caratterizzanti il Biotrade sono stati
usati 2 approcci oltre a quello ecosistemico gia esposto in precedenza chiamati “value
chain approach” e “adaptive management approach”; il primo si riferisce a azioni
coordinate instaurate tra attori coinvolti direttamente o indirettamente in un’attivita
produttiva avente lo scopo di mettere a disposizione un prodotto o un servizio al
consumatore che permettano un’equa ripartizione dei benefici socio-economici tra i
partecipanti alla “catena di valore”. |l secondo nasce al fine di permettere I'attuazione di
misure correttive del processo produttivo in modo continuativo, € basato quindi su
processi di monitorizzazione continua volta alla creazione e miglioramento di processi
produttivi sostenibili e alla stima dell'impatto su specie ed ecosistemi. | principi e criteri
esposti sono pensati per essere applicati sia a livello istituzionale (nazionale o regionale)
sia a livello degli enti che compongono la catena di distribuzione delle attivita di Biotrade.

In tabella 1 sono elencati principi e criteri Bio Trade definiti da UNCTAD (Buso, 2015).



PRINCIPI CRITERI

] Mantenimento delle caratteristiche degli ecosistemi e
degli habitat naturali delle specie gestite
o Mantenimento della variabilita genetica di flora, fauna e
Conservazione della ) S
microbiologica
biodiversita . Mantenimento dei processi ecologici
] L'attivita dovrebbe essere sviluppata in accordo con i

piani di gestione delle aree naturali e in accordo con le autorita e

gli attori coinvolti

° L’'uso delle risorse naturali dovrebbe essere supportato da
documenti di gestione che includano tassi di estrazione piu bassi
dei tassi di rigenerazione, sistemi di monitoraggio e indici di
produttivita.

° In ambito agricolo la gestione della biodiversita deve

Uso sostenibile della ) ] ] o )
includere pratiche agricole che contribuiscano alla conservazione
biodiversita della diversita biologica

° Standard tecnici per iniziative di servizi ambientali
dovrebbero essere soddisfatti

] Le informazioni e esperienze che contribuiscono alla

conoscenza e al mantenimento della biodiversita dovrebbero

essere utilizzate dall’organizzazione

° L'organizzazione dovrebbe interagire e coinvolgere attori

all'interno di tutta la catena di valore quando possibile
Equa distribuzione dei o | ricavi dovrebbero essere generati a tutti i livelli della
benefici derivati dall’uso catena di valore con trasparenza, grazie al contributo degli attori
coinvolti al posizionamento di value-added products nel mercato
della biodisponibilita ] Informazioni e conoscenza dei target markets dovrebbero

essere rese disponibili tra gli attori coinvolti

° Dovrebbero esistere potenziali mercati per i prodotti e

servizi BioTrade sufficienti per assicurare sostenibilita economica
Sostenibilita socio-

° Il profitto finanziario dovrebbe essere ottenibile da parte
economica di un’organizzazione BioTrade
] Dovrebbe essere generata occupazione e migliorata la

qualita della vita grazie all’attivita dell’organizzazione
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] Gli effetti negativi su attivita produttive e culturali locali
dovrebbero essere evitati
] L’'organizzazione dovrebbe dimostrare di avere capacita

organizzative e di management

Compatibilita con regole

nazionali e internazionali

° L'organizzazione dovrebbe essere a conoscenza e
adattarsi alla legislazione nazionale e locale legata all’'uso
sostenibile delle risorse naturali e al commercio di prodotti e
servizi derivati dalla biodiversita

] L'organizzazione dovrebbe essere a conoscenza e
adattarsi alla legislazione internazionale e regionale legata all’'uso
sostenibile delle risorse naturali e al commercio di prodotti e

servizi derivati dalla biodiversita

Rispetto dei diritti degli
attori coinvolti nelle attivita

di Bio Trade

] Rispetto dei diritti umani e delle questioni di genere
° Rispetto dei diritti di proprieta intellettuale
] Rispetto dei diritti delle comunita locali e indigene

(territorio, cultura, conoscenza)
° Mantenimento della conoscenza tradizionale
° L'organizzazione  dovrebbe  offrire  sicurezza  di

occupazione e condizioni di lavoro appropriate

Chiarezza in materia di
possesso della terra, uso e
accesso alle risorse naturali

e conoscenze

] L'organizzazione dovrebbe essere in grado di dimostrare
di avere il diritto di utilizzo del territorio in accordo con i
regolamenti in vigore

] L'accesso a risorse biologiche e genetiche dovrebbe
essere soggetto a consenso informato delle autorita nazionali
competenti

. L’accesso alla conoscenza tradizionale dovrebbe essere

concesso solo previo consenso informato degli attori coinvolti

Tabella 1. Principi e criteri Bio Trade (UNCTAD, 2007)

Un esempio di servizio fornito dagli ecosistemi presenti nel nostro pianeta e la

produzione, da parte dei piu svariati organismi, di un enorme varieta di molecole, alcune

delle quali si sono dimostrate utilizzabili a scopo salutistico; questo ha dato origine nella

storia a svariate pratiche mediche tradizionali che, dopo Il'ascesa e |'evoluzione della

tradizione medica occidentale, hanno fornito e forniranno innumerevoli spunti per la
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creazione di farmaci di origine naturale o hanno guidato i chimici farmaceutici alla sintesi
di sostanze non presenti in natura utilizzabili come principi attivi nei farmaci di oggi. Per
fare alcuni esempi tra i tanti € opportuno citare I'uso del chinino che ¢ il fitocomplesso
presente nella corteccia di piante del Genere Cincona originarie dell’America del sud. Il
chinino e oggi il principale farmaco antimalarico per le popolazioni che non possono
accedere ai moderni farmaci tecnologici e, storicamente, & stato 'unico antimalarico
utilizzabile fino alla scoperta di altri principi attivi di sintesi. E stato utilizzato per secoli in
America del sud dai guaritori tradizionali prima della sua esportazione in Europa e della
scoperta dell’alcaloide chinina responsabile dell’attivita antimalarica. Un altro esempio e
la scoperta di Vincristina e Vinblastina, 2 molecole importanti perché utilizzate come
antitumorali con attivita antimitotica ottenute da una pianta (Catharanthus roseus)
originaria del Madagascar, Paese caratterizzato da un’elevatissima biodiversita e da
specie uniche al mondo. Purtroppo la fauna e la flora del Madagascar sono soggette a
sistematica distruzione che mette a rischio la sopravvivenza di specie uniche e
potenzialmente importanti dal punto di vista farmaceutico (Gatto et al., 2009). Inoltre,
molte sostanze di origine naturale sono utilizzate come materie prime dal punto di vista
cosmetico/cosmeceutico, dietistico e nutraceutico grazie alle loro particolari
caratteristiche. E quindi sensato affermare che un flusso costante di informazioni e
materie prime ha il suo punto di partenza nell'ambiente naturale e il suo punto di arrivo
nella farmacia, basti pensare che la maggior parte dei farmaci impiegati nei Paesi
industrializzati deriva da prodotti naturali, utilizzati come tali o derivati da essi. La
biodiversita e fattore propulsivo verso la chemo-diversita vegetale e dunque verso quella
variabilita chimica che ha permesso di avere oggi molecole farmaceuticamente importanti
e che permettera domani di ottenere nuove molecole per nuovi farmaci. Ecco perché la
foresta, come elemento indicativo di biodiversita, puo essere intesa come farmacia anche
nell’accezione pit moderna e non solo tradizionale del temine. E quindi indubbio che
provocare una diminuzione della diversita biologica tramite operazioni di sfruttamento
non sostenibile delle risorse naturali ha come conseguenza un forte ridimensionamento
dei servizi che gli ecosistemi forniscono all'uomo; questo nell'ambito farmaceutico
comporterebbe una diminuzione della quantita/qualita delle materie prime e del
contributo fondamentale che la natura da al progresso scientifico (Gatto et al., 2009;

Buso, 2015).



L’area di studio: I’Ecuador amazzonico

L’Ecuador e stato riconosciuto dal World Conservation Monitoring Centre come uno dei
Paesi con i piu alti livelli di biodiversita al mondo ed & ai primi posti per numero di specie
endemiche per Km? (Moreno Rueda, 2010). Rappresenta quindi un inesauribile oggetto di
studio e in questo contesto sono nati progetti di cooperazione che vedono la
collaborazione tra I'Universita di Ferrara (UNIFE) e vari attori locali fra cui I’Universitad
Politecnica Salesiana (UPS, Quito, Ecuador) e I'Universidad Estatal Amazonica (UEA, Puyo,
Ecuador).

Dal punto di vista geografico il territorio ecuadoriano & divisibile in 3 regioni: la zona
costiera nella parte occidentale del paese composta da territori alluvionali e da una
modesta catena montuosa. La regione andina detta sierra nella parte centrale del Paese
che presenta imponenti catene montuose e |'altopiano compreso tra di esse (vedi Fig. 1).
L'oriente del Paese che si estende dalle pendici orientali delle Ande al confine con il Peru
e composto dai bassopiani del bacino dell'amazzonia. L'oriente amazzonico comprende il
50% circa della superficie nazionale, pud essere diviso in alto oriente e basso oriente,
entrambe le subregioni presentano clima caldo umido tropicale (IGM Ecuador, 2007); la
regione e divisa politicamente in sei province in cui vivono alcuni gruppi etnici che
comprendono: Huaorani, Shuar, Cofan, Siona-Secoya, Shiwiar, Zaparo, il popolo
“intangibile” dei Tagaeri e gli Achuar. Il territorio amazzonico € stato considerato zona
inospitale e improduttiva fino alla meta del secolo scorso, successivamente & stato
progressivamente colonizzato dopo |'emanazione della legge di riforma agraria e di
colonizzazione nel 1964 (Ley de Reforma Agraria y Colonizacion) che segno l'inizio del
disboscamento. Nonostante la istituzione di numerosi parchi nazionali e aree protette
negli ultimi 40 anni la foresta umida tropicale presenta un tasso di deforestazione di circa

2 milioni di ha/anno (Pappalardo, 2009).
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(NASA World Wind, 2004)

Figura 1. Immagini dell’area geografica dell’Ecuador

Come gia accennato precedentemente nel luglio del 2000 il World Conservation
Monitoring Centre ha riconosciuto 17 paesi “megadiversi”, questi ospitano piu del 70% di
tutte le specie presenti sulla Terra; L'Ecuador ne fa parte insieme a Brasile, Colombia e
Peru (citando quelli che si dividono la regione amazzonica) occupando il terzo posto per
densitd di specie endemiche per Km?(Moreno Rueda, 2010). Considerando anche
I'enorme varieta di ecosistemi diversi tra loro presenti nella regione, studi recenti ne
contano 25 (Josse, 2003), diventa evidente che questo territorio relativamente piccolo se
confrontato con l'intera regione amazzonica (150°000 Km? contro 7.8 milioni di Km?) & un
inesauribile oggetto di studio in vari campi tra i quali & opportuno sottolineare quello
farmaceutico/cosmetico di cui questa tesi si occupa; basti solo considerare la quantita di
piante che ancora non sono state studiate per un loro eventuale uso salutistico. Questa
grande diversita concentrata in un territorio limitato si ripercuote sulla vita macro e
microbiologica con significative modificazioni del fenotipo o morfologiche sia fisiologiche
che biochimiche (Moreno Rueda, 2010) indotte dalle diverse condizioni ambientali.
Rispetto alla diversita microbiologica va sottolineata la presenza di organismi con
caratteristiche peculiari e uniche, basti pensare che negli ultimi anni batteri e funghi
amazzonici sono stati oggetto di diversi studi che hanno evidenziato la presenza di
microorganismi fino a ora sconosciuti.

In questo contesto sono nati progetti di cooperazione attuati grazie alla collaborazione tra
Universita di Ferrara (UNIFE) e Universitad Politecnica Salesiana (UPS) ufficializzata nel
2007 con la stipula dell’Accordo Quadro di Collaborazione UNIFE-UPS, I'ONG VIS e alla

partecipazione di attori locali, senza il cui coinvolgimento non potremmo parlare di



cooperazione internazionale, quali la ONG locale Fondazione Chankuap, Universidad
Estatal Amazdnica e popolazioni che vivono nell’area amazzonica del paese, in particolare
le etnie Shuar e Achuar. L'etnia Shuar conta 120 mila persone (CODENPE, 2002),
rappresenta il 45% della popolazione totale delle provincie Morona Santiago e Zamora
Chincipe ed e presente anche in Peru. L’'economia si basa essenzialmente su agricoltura
itinerante abbinata a caccia e pesca e raccolta di frutta o insetti. Anticamente gli
insediamenti erano molto dispersi e suddivisi in base a relazioni di parentela, al giorno
d’oggi sono integrati alla struttura politico amministrativa chiamata Federacién Shuare
altre organizzazioni come FICSH, OSHE, FIPSE, CISAE. Gli Achuar sono uno dei gruppi che
formano I'etnia Jibaroana, contano circa 4000 persone suddivise in 58 comunita a loro
volta raggruppate in 8 associazioni che formano la Fedaracidén Interprovincial de la
Nacionalidad Achuar del Ecuador (FINAE). Vivono di raccolta, caccia, pesca e agricoltura
itinerante. Abitano un territorio di 708000 ettari situato nel sud dell’Amazzonia
ecuadoriana e nel nord del Peru che e per buona parte difficilmente raggiungibile via
terra. Nel 1996 L'ONG VIS ha attivato un progetto di cooperazione e sviluppo in Ecuador
con l'intento di rendere le etnie Shuar e Achuar attori diretti e consapevoli della
valorizzazione del loro stesso patrimonio culturale e biologico con conseguente creazione
di una fonte di reddito che non provochi l'alterazione di tale patrimonio. Nell’lambito di
guesto progetto UNIFE ha messo a disposizione competenze e strutture in collaborazione
con UPS, UEA e, successivamente all’istituzione del Centro di Ateneo per la Cooperazione
allo Sviluppo Internazionale, ha attivato 3 dottorati di ricerca che hanno dato un fattivo
contributo tramite attivita di ricerca e successive pubblicazioni alla valorizzazione e tutela
della biodiversita amazzonica e allo sviluppo socio-economico della popolazione locale

(Buso, 2015).

L’archetipo della presente ricerca: gli oli essenziali

L'organizzazione mondiale della sanita negli ultimi anni sta ponendo sempre pil
attenzione sull'importanza e sull'efficacia delle pratiche mediche tradizionali e questo
processo € culminato nell'elaborazione di un documento intitolato WHO Traditional
Medicine Strategy 2014-2023 (in continuita con un lavoro precedente: WHO Traditional

Medicine Strategy 2002-2005) che descrive una strategia atta a incrementare il
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potenziale contributo delle medicine tradizionali alla salute, benessere della popolazione
e a promuovere |'uso effettivo di queste pratiche tramite la regolarizzazione/integrazione
dei trattamenti e la ricerca all'interno delle comunita rurali di pratiche che si dimostrino
efficaci sicure e appropriate. Considerate le numerose pubblicazioni che dimostrano le
molto promettenti attivita biologiche di oli essenziali, la ricerca sul loro utilizzo
terapeutico € da considerarsi compresa tra le attivita incentivate dal documento
programmatico della WHO. Il lavoro di ricerca sugli utilizzi a scopo salutistico di oli
essenziali deve iniziare, come tutte le ricerche che riguardano medicine tradizionali, dalla
raccolta di informazioni sulle tradizioni e pratiche mediche attuate, la pianta utilizzata, la
modalita di preparazione del medicamento, sintomi trattati con il rimedio naturale
considerato per I'analisi, la posologia o modalita d’uso. Il passaggio successivo consiste
nella ricerca della conferma scientifica della validita del trattamento. Quando si parla di
utilizzo/approvvigionamento di oli essenziali e piante aromatiche bisogna ricordare gli
standard di utilizzo dei prodotti vegetali che sono stati emanati da vari organismi
internazionali, le prime iniziative che portarono all’elaborazione di queste linee guida
sono iniziate attorno al 1980 con successiva elaborazione dei primi documenti ufficiali nel
1998 (da parte di European Herb Growers Association EHGA/EUROPAM) che poi hanno
portato nel 2003 all’emanazione da parte di WHO delle linee guida GACP (Guidelines on
good agricultural and collection practices) (Franz, 2010), esistono inoltre standard da
applicare in caso di raccolta di piante selvatiche che tutelano I'aspetto della sostenibilita
della raccolta per non mettere a rischio la sopravvivenza a lungo termine delle specie
vegetali. In particolare ISSC-MAP (international standard on sustainable wild collection of
medicinal and aromatic plants) nasce da un’iniziativa congiunta di BfN, WWF TRAFFIC,
IUCNe MPSG e stabilisce i principi di gestione e raccolta di piante medicinali e aromatiche
spontanee considerando anche fattori sociali, culturali e economici dei territori
interessati. Infine gli standard FairWild combinano i principi del FairTrade, international

labor standards(ILO), e sostenibilita (ISSC-MAP) (Franz, 2010; Buso, 2015).

La chimica degli oli essenziali

Gli oli essenziali sono miscele di sostanze basso bollenti derivate dal metabolismo

secondario delle piante. Sono suddivisibili in categorie basate sul componente chimico
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presente in maggior concentrazione: idrocarburi terpenici, alcoli, aldeidi, chetoni, fenoli,
composti solforati, esteri e alcoli, aldeidi e fenoli, perossidi. Considerando le
caratteristiche chimico-fisiche gli oli essenziali sono assimilabili agli idrocarburi a basso
peso molecolare quindi presentano scarsa reattivita, stato fisico liquido e volatilita. Si
possono suddividere in 2 ulteriori categorie in base alla loro modalita di diffusione: la
prima & composta da oli essenziali che vengono rilasciati da strutture specializzate
all'esterno della pianta. La seconda comprende gli oli essenziali prodotti e accumulati in
strutture specializzate generalmente di natura parenchimatica che permettono il rilascio
verso l'esterno in seguito a sollecitazione meccanica. Analizzando pil in particolare le
strutture di secrezione preposte alla produzione delle essenze € possibile descrivere la
loro importanza sia dal punto di vista biologico (loro ruolo nella pianta) che farmaceutico;
ne esistono 3 tipologie: cellule singole che producono grandi quantita di essenza e la
mantengono al loro interno (definite cellule ad essenza o idioblasti di secrezione), peli di

secrezione, tasche e dotti che costituiscono una zona di stoccaggio extracellulare che

possono essere di origine schizogena, schizolisigena o lisigena (vedi Fig. 2).

Figura 2. Cellule ad essenza; tasche lisigene e peli ghiandolari con testa secernente

Le funzioni degli oli essenziali/essenze nelle piante sono, in alcuni casi, ancora poco chiare
ma possono essere distinte in due grandi gruppi: funzione ecologica di relazione tipica
delle essenze a rilascio esterno e funzione protettiva tipica delle essenze a rilascio
interno; per quanto riguarda il primo gruppo le essenze operano un controllo ambientale
come ad esempio: competizione pianta-pianta (deterrenti contro la crescita di altre
piante), attrazione degli impollinatori, mediatori di cicli nutritivi, azione come
solvente/vettore di altri composti. Le essenze con funzione protettiva hanno 2 principali
finalita: protezione contro i predatori erbivori e attivita antibiotica contro i patogeni. E

bene sottolineare che tutte le piante hanno la capacita di produrre composti volatili ma,
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nella maggior parte dei casi, in piccole quantita; sono definite piante a oli essenziali quelle

che producono un OE di interesse commerciale (Franz, 2010; Buso, 2015).

Variabili che incidono sulla qualita e resa degli oli essenziali

Le essenze possono presentare differenze sia dal punto di vista della composizione
chimica, sia dal punto di vista della resa di prodotto dalla pianta fresca. Queste variazioni
sono determinate da fattori che possono essere classificati come naturali (genetici,
ecologici) e artificiali (raccolta, preparazione, conservazione, alterazioni). Si distinguono
fattori naturali endogeni, ovvero ciclo ontogenetico della pianta, eta, e tempo balsamico,
e fattori genetici, quali ibridazione, poliploidia, selezione e mutazione. Tra gli altri
numerosi fattori, troviamo naturalmente anche variabili naturali esogene, ovvero ad
esempio i fattori climatici, il terreno (composizione, granulometria, ecc.), allelopatia
(vicinanza con altre specie vegetali ad essenza), luce, temperatura, grado di piovosita,
ecc. non vanno infine trascurati fattori artificiali legati alle scelte agronomiche da
effettuare, in caso di coltivazione delle piante aromatiche, al fine di indirizzare la tecnica
colturale verso I'ottenimento di buone produzioni sia dal punto di vista qualitativo che
guantitativo (es. l'epoca e la densita di semina, la concimazione, lirrigazione, i

trattamenti di difesa, ecc.) (Noriega, 2014).

L’estrazione

La modalita estrattiva piu idonea viene scelta in base alle caratteristiche del materiale
vegetale, del tessuto che contiene gli oli essenziali, alle caratteristiche chimico fisiche
dell'essenza e in base al prodotto che si vuole ottenere. Le rese di estrazione degli oli
essenziali sono generalmente basse, dallo 0.05% al 2% in riferimento al peso della pianta
essiccata; le rese inoltre dipendono da diverse variabili: periodo e condizioni climatiche
alla raccolta, periodo che intercorre tra la raccolta della pianta e il momento
dell'estrazione, assieme ad altri fattori diversi e spesso difficilmente prevedibili (ad
esempio: perizia nella raccolta, presenza/assenza di fattori di patogenicita della pianta).
Per gli oli essenziali propriamente detti destinati all'uso terapeutico le farmacopee

ammettono solo due procedimenti: la distillazione in corrente di vapore e la spremitura
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(o sfumatura) quest’ultimo caso riferito esclusivamente alle piante delle Rutacee (agrumi)

(Noriega, 2014).
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I diversi metodi per ottenere oli essenziali e sostanze aromatiche (miscele

terpeniche)

In generale comunque, per quanto riguarda i metodi estrattivi delle sostanze volatili
possono essere suddivisi in: distillazione in corrente di vapore, distillazione a secco,
distillazione diretta di resine e oleoresine, spremitura, enfleurage. La loro conoscenza &
fondamentale perché il metodo usato puo influenzare la composizione chimica del
prodotto finito (frazione volatile). Miscele terpeniche ottenute con metodi estrattivi
diversi dalla distillazione in corrente di vapore o spremitura (per le droghe agrumarie) non
possono essere considerate commercialmente oli essenziali anche se di uguale
composizione (Noriega, 2014). Pil precisamente la Farmacopea Europea VIl edizione
definisce olio essenziale “Odorous product, usually of complex composition, obtained
from a botanically defined plant raw material by steam distillation, dry distillation, or a
suitable mechanical process without heating. Essential oils are usually separated from
aqueous phase by a physical process that does not significally affect their composition”.

Tuttavia anche miscele aromatiche volatili ottenute con metodiche non previste dalle

Farmacopee (Enfleurage, Estrazione con solventi, estrazione con fluidi supercritici o SFE)
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possono comunque ritrovare proiezioni applicative importanti in ambito salutistico

purche non vengano definite “oli essenziali”.

Riportiamo di seguito le metodiche che sono ufficialmente e normativamente
considerate idonee a produrre oli essenziali propriamente detti: distillazione in corrente

di vapore, distillazione a secco e, nel caso delle sole agrumarie, spremitura

La distillazione in corrente di vapore. La distillazione € una tecnica estrattiva che sfrutta
un’importante caratteristica degli oli essenziali: la volatilita. Le essenze infatti sono
sostanze con tensione di vapore relativamente bassa, eppure i componenti degli oli
essenziali hanno temperature di ebollizione abbastanza alte: si trovano infatti tra 150 °C e
300 °C alla pressione atmosferica di 760 mmHg; dato che perd non & possibile distillare ad
una temperatura cosi elevata, a meno di degradare la fonte e i composti d'estrazione, si
esegue la distillazione in presenza di acqua o di vapore sfruttando le proprieta descritte
dalla legge di Dalton, e cioe che durante la distillazione a pressione atmosferica il punto di
ebollizione sara dato dalla temperatura alla quale la somma delle tensioni parziali di
vapore eguaglia la pressione atmosferica. Tale temperatura sara un po' al di sotto dei
100°C, cioe al di sotto della temperatura di ebollizione del componente piu volatile
(I'acqua), questo comporta il vantaggio di poter lavorare a temperature non troppo alte
per gli oli essenziali, che contengono anche composti termolabili importanti nella
caratterizzazione d'impiego del prodotto di estrazione. Per diminuire ulteriormente la
temperatura di regime si puo operare una distillazione sottovuoto lavorando quindi ad
una pressione minore di quella atmosferica ma poiché in generale la tensione del vapore
dell'acqua al diminuire della temperatura si abbassa molto piu lentamente di quella dei
componenti dell'olio essenziale, si avra un distillato in cui la percentuale di olio sara
bassa. Si dovra percio usare molta piu acqua per recuperare |'olio essenziale. Questo dato
fa preferire, in genere, la distillazione a pressione ambiente. Si pud anche realizzare la
distillazione lavorando a pressioni superiori a 760 mmHg, la temperatura di operazione
aumenta il rapporto acqua/olio trascinato, facendo aumentare nel distillato la quantita di
olio essenziale e quindi la resa: questo comporta notevoli vantaggi economici, ma € una
scelta da optare solamente quando i componenti dell'olio essenziale non sono molto

sensibili al calore (Noriega, 2014).
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Apparecchiature per distillazione

La distillazione in corrente di vapore e quindi senza dubbio la piu utilizzata tra le tecniche
di estrazione di oli essenziali dalle piante ed & quella prevista dalla farmacopea. Ne
esistono molti tipi diversi che permettono di ottenere un prodotto ad uso commerciale,
nei Paesi in via di sviluppo sono utilizzati metodi tradizionali e molto spesso antiquati che,
pero, in alcuni casi portano alla produzione di oli essenziali di elevata qualita. | paesi
industrializzati dispongono invece di metodi tecnologicamente evoluti e complessi che
permettono l'estrazione in quantita piu elevate e l'analisi computerizzata del prodotto
finale con conseguente accertamento della qualita. Il rilascio di oli essenziali contenuti
nelle cellule/ghiandole oleifere avviene grazie al rigonfiamento delle strutture vegetali
causato dal riscaldamento che porta alla rottura di membrane e pareti dovuta
all'aumento di volume del contenuto cellulare. Il flusso di vapore d’acqua generato
durante il processo di distillazione funge da trasportatore per le molecole che
compongono |'olio essenziale. Questo metodo € il piu diffuso perché efficace ed
economico tuttavia non & applicabile in caso di oli essenziali con componenti termolabili
(es. essenze contenute nei frutti del genere Citrus) o soggetti a processi idrolitici con
alcune eccezioni, come ad esempio il caso in cui l'eliminazione di componenti
indesiderate dell'olio essenziale sia resa possibile proprio perché termolabili o soggette a

idrolisi (Noriega, 2014).
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Distillazione a secco. L'olio essenziale viene prodotto nei distillatori sopra descritti
riscaldando ad alta temperatura fusti e cortecce senza I’aggiunta di acqua o vapore (es.
olio essenziale di canfora).

L'estrazione per spremitura. E il piu antico, grazie alla sua semplicita era utilizzato molto
prima dell'invenzione dei primi rudimentali utensili per la distillazione, € un metodo di
estrazione meccanico che prevede l'uso di torchi manuali o meccanici, utilizzato
principalmente per I'estrazione di oli essenziali contenuti nei frutti del genere Citrus che,
nella maggior parte dei casi, non sopportano procedimenti a caldo (vedi Fig. 3). Oggi
esistono 4 sistemi principali per la produzione industriale di questo tipo di oli essenziali:
macchina sfumatrice, pellatrice, Brown oil extractors (BOEs), food machinery corporation
(FMC)-in-Line; quest'ultimo permette la produzione di oli essenziali e succo in un solo

passaggio senza che i 2 prodotti entrino in contatto tra di loro (Noriega, 2014).
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Figura 3. Fasi estrazione con sistema FMC In-line

Di seguito sono riportate le metodiche idonee ad ottenere miscele volatili che non
possono essere considerate normativamente ed utilizzate in quanto oli essenziali,

anche nel caso in cui la composizione risultante dovesse essere la stessa

Enfleurage. Questo & uno dei metodi pil antichi per |'estrazione di essenze e sfrutta la
solubilita in grasso o in oli fissi dei componenti terpenici che costituiscono I'olio.
L'enfleurage consiste nella stesura su lastre di vetro o acciaio di uno strato di grasso su
entrambi i lati; vengono scelti i grassi privi di odori sgradevoli e con scarsa o nulla
predisposizione all'irrancidimento e ad alterazioni nel tempo (generalmente
grassiminerali). Anticamente si usavano sego purificato e sugna, attualmente si utilizzano

grassi sintetici, paraffine e glicerine. Al di sopra del grasso, a distanza di qualche
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millimetro, viene posta una griglia ricoperta di fiori, che verranno sostituiti ogni 24-72
ore; in genere vengono fatte una trentina di sostituzioni di droga prima di saturare il
grasso. Il prodotto che si ottiene & un grasso saturo della fragranza del fiore, in quanto le
componenti volatili dell'olio essenziale sono state assorbite e concentrate nello stesso.
Questo prodotto, chiamato pommade, € classificato in base alle cariche di fiori che ha
estratto, quindi la "pommade n° 20" significa che e stata ottenuta sostituendo venti volte
i fiori sul grasso: questo indice e detto valore fiorale. Per separare I'essenza dal grasso &
necessaria un'estrazione con solventi (in genere esano o etere di petrolio), dopodiché si
separa l'essenza dai solventi semplicemente facendo evaporare questi ultimi. |l prodotto
ottenuto viene chiamato essenza concreta che deve poi essere trattata con alcool etilico
puro per allontanare cere, resine e altri componenti indesiderati; una volta allontanato
I'alcool etilico quello che si ottiene & un liquido viscoso altamente concentrato, detto
"assoluta". Se l'alcool non viene allontanato, il prodotto viene generalmente utilizzato tal
quale dall'industria dei profumi. La concreta subisce un'estrazione con etanolo ad alta
gradazione (nel quale le sostanze indesiderate sono solo parzialmente solubili) e un
raffreddamento fino a -20 °C. Le resine e le cere in questo modo precipitano e possono
essere isolate tramite filtrazione o centrifugazione, mentre l'alcool viene eliminato con
una distillazione a pressione ridotta, ottenendo cosi I'essenza "assoluta", una massa
vischiosa di olio essenziale. L'assoluta puo subire diversi trattamenti con alcool, ma una
piccola percentuale di cera pud sempre rimanere presente. Sebbene sia una metodica
oggi in disuso, viene ancora conservata per particolari droghe, € infatti usata nel caso in
cui I'olio essenziale sia contenuto in fiori molto delicati, che non sopportano un'eccessiva
manipolazione o per estrarre essenze di grande finezza che, con altro sistema estrattivo,
potrebbero alterarsi. L'enfleurage € ancora usato per Tuberosa (Polianthes tuberosa),
Rosa pallida (Rosa centifolia), Eliotropio (Heliotropium peruvianum) (Noriega, 2014).

L'estrazione con solventi organici. E utilizzata nel caso di vegetali contenenti piccole
guantita di oli essenziali e nel caso che questi non sopportino alte temperature, la droga
viene posta in un opportuno recipiente e fatta attraversare da un solvente adatto. E assai
poco praticata perché ha il limite dell'utilizzo di solventi organici che, dopo I'estrazione,
devono essere allontanati e spesso non sono compatibili con ['uso successivo
dell'essenza. Come gia sottolineato tali prodotti, sebbene anche omologhi chimicamente,
non possono essere commercializzati con la dicitura “oli essenziali” (Buso, 2015). Si

utilizza questo metodo per piante poco ricche dioli essenziali, o per quelle essenze

16



facilmente alterabili dal calore per le quali non si puo utilizzare la distillazione in corrente
di vapore. Alcuni esempi sono: Gelsomino (Jasminum officinale), Iris (Iris sp.), Mughetto
(Convallaria majalis), Ylang-ylang (Cananga odorata), Caprifoglio (Lonicera caprifolium),
Magnolia (Magnolia grandiflora), Vaniglia (Vanilla planifolia). Vengono generalmente
utilizzati dei solventi organici bassobollenti, immiscibili con l'acqua, a bassa tossicita,
inerti nei confronti degli oli essenziali, inodori, possibilmente poco costosi e facilmente
smaltibili (es. esano, etere di petrolio, butano, benzene). L'alcool non viene piu utilizzato
perché risulta essere poco selettivo ed il suo impiego viene riservato per lavorazioni
successive all'estrazione con gli altri solventi (Noriega, 2014).
Estrazione con fluidi supercritici (SFE). La caratteristica principale di questa tecnica
estrattiva € quella di utilizzare fluidi supercritici, SFE (Supercritical Fluid Extraction) le cui
proprieta sono intermedie tra quelle dello stato liquido e quelle dello stato aeriforme: la
densita e simile a quella di un liquido, mentre la viscosita si avvicina a quella del gas. Per
variare opportunamente la densita del fluido, & sufficiente agire sulla pressione e sulla
temperatura. L'estrazione mediante fluidi supercritici presenta diversi vantaggi:
innanzitutto e veloce, il processo puo durare dai 10 ai 60 minuti, mentre con le tecniche
tradizionali I'estrazione richiede tempi piu lunghi. L'azione della fase mobile puo essere
facilmente controllata, le proprieta solvatanti del fluido supercritico possono essere
infatti regolate modulando pressione e temperatura, e questo permette di regolare
selettivamente I'estrazione. L'estrazione con fluidi supercritici offre inoltre i vantaggi di
operare a temperature basse e senza residui di solvente, con effetti positivi sulla qualita
del materiale estratto. Il fluido supercritico piu utilizzato & I'anidride carbonica, che
presenta un punto critico a 31.1 °C e 73.8 bar. L'utilizzo di questo solvente determina
alcuni ulteriori vantaggi: non inquina, & economico, non e inflammabile, permette di
lavorare a basse temperature (intorno ai 50 °C), inerte, a temperatura ambiente € un gas
per cui al termine dell'estrazione il prodotto e privo di solvente (Noriega, 2014).
Trattamenti post estrazione. Per meglio soddisfare le esigenze del mercato o per poter
essere usati per fini terapeutici e salutistici minimizzando eventuali controindicazioni,
spesso alcuni oli devono subire trattamenti specifici quali:

- Distillazione frazionata sotto vuoto: € un trattamento molto diffuso che consente

di migliorare le caratteristiche organolettiche (colore, odore, sapore), oppure di

eliminare composti con proprieta sconvenienti per l'uso terapeutico. La
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distillazione frazionata consente di effettuare una separazione precisa delle
sostanze specifiche sfruttando il diverso punto di ebollizione.

- Deterpenazione: consiste nell'eliminazione degli idrocarburi monoterpenici dai
costituenti sesquiterpenici e dai composti ossigenati. || prodotto ottenuto viene
definito deterpenato. Taluni monoterpeni possono infatti risultare irritanti per la
pelle, si ossidano facilmente e possono andare incontro a processi di
polimerizzazione, dando luogo a modificazioni delle caratteristiche organolettiche,
delle proprieta e della solubilita. Le miscele deterpenate, oli essenziali inclusi,
sono in genere piu stabili, hanno maggiore solubilita in acqua e alcool a basso
titolo, sono privi di potere irritante, ed in pil hanno maggiore potere battericida,
grazie alla maggior concentrazione di composti ossigenati; per contro, si
conservano con minore facilita. La deterpenazione pud avvenire: a caldo, con una
distillazione frazionata sotto vuoto; a freddo, mediante I'utilizzo di solventi; con
metodi fisici, tramite cristallizzazione per raffreddamento; con metodi chimici,
sfruttando la reattivita dei terpeni con basi forti.

- Attivazione: si sviluppa prevalentemente su oli essenziali propriamente detti. Si
ottiene modificando la costituzione originale dell’olio essenziale tramite
perossidazione. Tale operazione ne esalta l'attivita battericida, ottenendo oli
essenziali piu interessanti per I'uso antisettico. La perossidazione consiste nel far
agire ozono o aria ozonizzata in determinate condizioni di temperatura e
pressione direttamente sull'olio essenziale, cosi da determinare la formazione di
perossidi in una percentuale che e direttamente proporzionale al tempo e
all'intensita dell'azione perossidante. Gli oli essenziali attivati inoltre penetrano
piu facilmente attraverso la cute perché la loro tensione superficiale € maggiore
delle essenze naturali, tuttavia & necessario tener conto del fatto che sono anche
piu irritanti di queste ultime, dunque si rende indispensabile emulsionare gli oli
essenziali perossidati con veicoli adatti (Noriega, 2014).

La conservazione degli oli essenziali. | contenitori delle essenze devono essere di vetro
scuro, di acciaio o di materiale smaltato, di metallo stagnato o zincato, in ogni caso di
materiale inerte, non poroso e che oscuri alla luce. | contenitori devono essere sempre
ben chiusi per evitare che l'aerazione provochi ossidazione cambiando le proprieta
organolettiche dell'olio essenziale o provocando resinificazione. Per ovviare

all'inconveniente puo essere aggiunto un antiossidante liposolubile. | contenitori vanno
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poi conservati ad una temperatura compresa tra i 5 ed i 15 °C; temperature piu elevate
possono provocare fenomeni di degradazione o comunque possono velocizzare tutte le

possibili reazioni alterative (Noriega, 2014).

Caratteristiche chimico fisiche e composizione chimica degli oli essenziali

Gli oli essenziali sono, nella maggior parte dei casi, liquidi a temperatura ordinaria,
volatili, di consistenza oleosa, piu o meno fluidi (la loro densita & molto spesso inferiore a
guella dell'acqua e varia da 0.759 a 1.187), di odore aromatico, incolori o colorati (ad
esempio l'essenza di Chamomilla recutita € di colore blu), destrogiri o levogiri ma
raramente otticamente inattivi. Sono poco solubili in acqua, alla quale pero trasmettono il
loro aroma perché lievemente idrofili, mentre sono solubili in alcool, etere, cloroformio e
nella maggior parte dei solventi organici. Risultano solubili anche negli oli fissi, dai quali si
distinguono per la loro volatilita. In alcuni casi il costituente principale dell'olio essenziale
e solido a temperatura ambiente come accade per il timolo (olio essenziale di Thymus
vulgaris), il mentolo (Mentha x piperita), I'anetolo (Pimpinella anisum). Questi parametri,
specifici per ogni essenza, sono usati per il riconoscimento e per il controllo qualitativo
(Noriega, 2014).

Gli oli essenziali sono miscele complesse di sostanze appartenenti a due fonti

biogenetiche distinte:
- quella dei terpeni, quasi esclusivamente costituita da mono e sesquiterpeni;

- quella delle molecole dette aromatiche, che generalmente si vogliono far derivare

dal fenilpropano.
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Figura 4. Fonti biogenetiche degli oli essenziali

La biosintesi dei composti che formano gli oli essenziali si puo dire che abbia inizio dal
fosfoenolpiruvato (PEP), da cui prende il via la biogenesi dei fenilpropanoidi e dell'acetil-

coenzima A (AcCoA) da cui ha inizio la catena biogenetica dei terpeni.

monoterpeni e derivati ossigenati
(10 atomi di C)

acetil-CoA

acido mevalonico ]

sesquiterpeni e
derivati ossigenati
geranil-difosfato (15 atomi di C)
—b[ farnesil-difosfato H
diterpeni

P politerpeni I

| prodotti aromatici derivanti dal fenilpropano costituiscono un gruppo particolarmente

importante, solitamente responsabili dei caratteri organolettici degli oli essenziali. Questi
composti aromatici si formano a partire dall'acido fosfoenolpiruvico, come i terpeni, ma la
biosintesi poi prosegue seguendo la via dell'acido scichimico, fino al fenilpropano (vedi
Fig. 4). Da questa molecola derivano composti aromatici di vario tipo, come |’eugenolo e

I’anetolo.
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La composizione degli oli essenziali € molto complessa, ma &€ comunque possibile

caratterizzare e classificare i costituenti sulla base degli elementi costitutivi:

a) idrocarburi (elementi caratterizzanti C e H):

Idrocarburi monoterpenici (C10) alifatici e aromatici insaturi mono e biciclici ad

esempio: mircene, limonene, pinene, phellandrene.

I o-Pinene -Pinene

Mircene . o-Fellandrene
d-Limonene
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- Idrocarburi sesquiterpenici (C15) ad esempio: cadinene, cariofillene cedrene,

turmerone, zingiberene, bisabolene.

. trans-Cariofillene
o—Cadinene Cedrene

- Azuleni ad esempio: camazulene, eucazulene, guajazulene, vetivazulene.

- Idrocarburi diterpenici (C20) ad esempio: canforene e cupressene.

Cupressene

Canforene

b) gruppo dei composti contenenti C, H, O:

- Alcoli (gruppo funzionale —OH) ad esempio: linalolo, geraniolo, santalolo, mentolo,
nerolo, borneolo.

- Aldeidi (gruppo funzionale HC=0) ad esempio: aldeide cinnamica, aldeide
cuminica, citrale (geraniale + nerale), vanillina.

- Chetoni (gruppo funzionale C=0) ad esempio: carvone, tujone, canfora, fencone,
mentone.

- Fenoli (anello benzenico—OH) ad esempio: timolo, eugenolo, carvacrolo.

- Eteri (gruppo funzionale C-O-C’) ad esempio: anetolo, safrolo, eucaliptolo.
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- Esteri (gruppo funzionale O-C=0) ad esempio: formiato di linalile, salicilato di
metile, acetato di geranile, acetato di bornile, benzoato di benzile, acetato di
terpenile.

- Acidi organici (gruppo funzionale HO-C=0) ad esempio: acido benzoico, acido
cinnamico, acido salicilico, acido cuminico.

- Perossidi (gruppo funzionale 0-0) ad esempio: ascaridolo.

c) Gruppo dei composti contenenti C, H, O, N, S:

- Derivati azotati ad esempio: damascenina, antranilato di metile, indolo, acido
cianidrico.
- Derivati solforati e solfo-cianici (N=C=S) ad esempio: diallildisolfuro, isotiocianato

di allile, ismintsolfuro.

/\/S\s N /\/N:C:S

Diallil disolfuro Isotiocianato di allile

Ismint solfuro

Controllo di qualita degli oli essenziali

Solitamente nel controllo qualita di una sostanza, si fa riferimento alla sua purezza

considerando la percentuale del componente principale o di quello pilu interessante dal
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punto di vista applicativo. Nel campo degli oli essenziali, in quanto miscele complesse di
origine naturale e di composizione variabile, il concetto di purezza ¢ inteso in senso lato;
infatti, piu che alla percentuale dei singoli componenti si guarda al prodotto nel suo
insieme. Sugli oli essenziali si possono svolgere diversi tipi di controlli, alcuni basati sulle
tecniche classiche e dettati dalle Farmacopee, altri sviluppati piu recentemente e applicati

con successo anche agli oli essenziali (Noriega, 2014).

Determinazioni fisiche

- Esame organolettico: si controllano colore, odore, sapore. Questi ultimi due sono
soggettivi, ed & necessaria una notevole esperienza. Per 'odore si deve tenere
conto della nota percepita all'apertura del contenitore e sommarvi le impressioni
percepite dall’evaporazione lenta su carta. A questo scopo si impiega una striscia
di carta assorbente lunga circa 15 cm e larga 7/8 mm; l'estremita della striscia
viene intinta nell'olio per circa 2 cm e si inizia ad odorare per percepire le note di
testa. Si ripetono le odorazioni successive ad intervalli di quindici minuti,
annotando le variazioni di odore per un periodo variabile da una a diverse ore. Il
test va eseguito preferibilmente in parallelo con un campione di riferimento. La
prova del sapore, invece, non pud essere eseguita su qualsiasi olio essenziale, ma
va riservata ad esempio, agli oli agrumari, di Menta, d'Anice, dopo opportuna
diluizione (da 2000 a 5000 volte).

- Densita relativa: viene misurata sino alla terza o quarta cifra decimale, e va
specificatala temperatura alla quale viene misurata.

- Potere rotatorio: molti oli essenziali contengono costituenti che hanno uno o piu
atomidi carbonio asimmetrici. Queste sostanze quando attraversate da luce
polarizzata, sono in grado di ruotarne il piano o verso destra o verso sinistra.

- Indice di rifrazione: & il valore del rapporto tra i segni degli angoli di incidenza e di
rifrazione di un raggio luminoso che passi dall'aria alla sostanza in esame (Noriega,

2014).
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Determinazioni chimiche

- Determinazione dell'indice di esteri: l'indice di esteri & dato dal numero in
milligrammi di KOH (idrossido di potassio) necessari per saponificare gli esteri
contenuti in 1 grammo di sostanza in esame.

- Determinazione del residuo all'evaporazione delle essenze: costituisce la
percentuale in peso dopo |'evaporazione a bagnomaria.

- Determinazione dell'acqua delle essenze: si mescolano 10 gocce di essenza con 1
mL di carbonio disolfuro. La soluzione che si ottiene deve rimanere limpida.

- Determinazione degli esteri estranei nelle essenze: si riscalda a bagnomaria per 2
minuti 1 mL di essenza con 3 mL di soluzione di potassio idrossido (100 g/L) in
alcool, preparata al momento dell'uso. Non si devono formare cristalli nei 30
minuti successivi, anche dopo raffreddamento.

- Determinazione di oli grassi ed essenze resinificate nelle essenze: si lascia cadere 1
goccia di essenza su carta da filtro, la goccia deve evaporare completamente nel
corso delle 24 ore senza lasciare alcuna macchia traslucida o grassa.

- Determinazione della solubilita delle essenze in alcool: serve per determinare la
qualita delle essenze e dei propri componenti.

- Determinazione dell'l,8-cineolo nelle essenze: € basata sulla determinazione della
temperatura di cristallizzazione che assume l'ortocresolo in presenza di una
guantita maggiore o minore di eucaliptolo. | valori di 1,8-cineolo che si ottengono
vanno confrontati con quelli della monografia dell'olio essenziale preso in esame.
Se i valori ottenuti in relazione ai saggi rientrano in quelli della farmacopea, &
possibile associare un’importanza di carattere officinale all’essenza (Noriega,

2014).

Tecniche analitiche di controllo

Ad oggi, la gas cromatografia, associata alla spettrometria di massa, rappresenta lo
strumento ideale e principe per un approccio iniziale concreto alla caratterizzazione di un
olio essenziale, rivelandone anche aspetti di indicazione proiettiva verso un utilizzo

piuttosto che un altro. La gascromatografia, nota anche come GC, e una tecnica
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cromatografica impiegata a scopo analitico, essa si basa sulla diversa ripartizione di varie
sostanze tra una fase stazionaria ed una fase mobile, in funzione dell'affinita di ogni
sostanza con la fase mobile, costituita da un gas inerte. La fase mobile & un gas
permanente (detto carrier o gas di trasporto) che fluisce attraverso una colonna in cui
invece posta la fase stazionaria. All'uscita da questa colonna un rivelatore segnala il
passaggio dei diversi componenti della miscela ad un sistema di elaborazione dei segnali.
Quest’ultimo fornisce il gascromatogramma, in cui la quantita di sostanza fluita, ossia
separata dal suo assorbente & diagrammata in funzione del tempo che la sostanza ha
impiegato per attraversare la colonna. Con questa tecnica e possibile analizzare campioni
gassosi, liquidi o solidi, purché siano opportunamente solubilizzati e possano essere
vaporizzati. Questa condizione & stata poi superata dalla HPLC, un’altra tecnica che fra
I'altro consente di lavorare a temperatura ambiente e dunque evita il danneggiamento di
eventuali sostanze termolabili. La gascromatografia puo essere applicata in tutti i campi
della tecnologia e della ricerca, viene usata soprattutto per I'analisi quantitativa, infatti
I'altezza o l'area dei picchi possono essere correlate con la quantita dei diversi
componenti della miscela analizzata. Importante sottolineare che ad ogni modo si
possono usare i parametri gascromatografici per ricavare informazioni qualitative. |l
gascromatografo con rilevazione di massa, ossia I'accoppiamento della gascromatografia
con lo spettrometro di massa, consente di effettuare analisi qualitative e quantitative di
gualsiasi specie chimica, con limiti di rilevabilita estremamente bassi. La spettroscopia di
massa viene usata principalmente per determinare la massa molare; inoltre, poiché lo
spettro rappresenta una sorta di “fingerprinting” delle molecole, &€ di fondamentale
importanza per identificare sostanze incognite. Proprio per questo motivo lo
spettrofotometro di massa viene spesso accoppiato al gascromatografo o al cromatografo
HPLC. La GC-MS, in particolare permette di analizzare in tempo reale i singoli picchi di
uscita dalla colonna, effettuando la determinazione qualitativa mediante il confronto

dello spettro registrato con gli spettri memorizzati nella banca dati (Noriega, 2014).
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OLI ESSENZIALI: USI TRADIZIONALI E MODERNI

Piante e oli aromatici vengono usati da migliaia di anni per le loro applicazioni salutistiche
e culinarie oltre che come profumi. La terapia medica che sfrutta le essenze & la piu antica
forma di trattamento conosciuta e le sue origini sono da ricercare in tempi remoti, tanto
che le prime tracce risalgono a oltre 5000 anni or sono. | primi rudimentali processi di
distillazione risalgono al quarto millennio a.C., epoca in cui venivano gia utilizzati altri
metodi di estrazione come spremitura macerazione e enfleurage (Camporese, 1998).
L'utilizzo di aromi fu inizialmente legato al culto sacrale e ogni popolazione utilizzava di
preferenza le piante aromatiche che aveva a disposizione in loco. | Romani ereditarono e
ampliarono conoscenze in merito a utilizzo di piante aromatiche e oli essenziali
provenienti da Greci e Egizi utilizzandole per produrre oli per il corpo e per la
profumazione di case e vestiti. Una diffusione consistente della pratica della distillazione
e della produzione di profumi in Europa avvenne nel Xl secolo e porto, nel XVI secolo, alla
conoscenza e utilizzo di oltre 70 essenze; lavanda e rosmarino furono tra i primi oli a
essere estratti. Successivamente la scoperta e I'affermarsi della sintesi chimica (XVIII
secolo) porto alla produzione di nuove molecole utilizzabili in tecnica profumiera e
cosmetica che affiancarono e talvolta sostituirono le essenze naturali. E definita
aromaterapia la cura mediante l'uso di oli essenziali estratti in modo da mantenerne
inalterate le caratteristiche chimico fisiche e da poter sfruttare le proprieta curative. Il
termine e stato coniato dal chimico francese Gattefoss e che lavoro con gli oli essenziali
nel campo della cosmesi, pare che il suo interesse per le essenze sia iniziato nel 1928
dopo aver osservato per caso le potenzialita terapeutiche di alcuni oli essenziali. La
pratica aromaterapica puo essere considerata una parte della medicina erboristica che a
sua volta attinge piu della medicina occidentale moderna al bagaglio di conoscenze che
derivano dalle medicine tradizionali e complementari che, negli ultimi anni stanno
assumendo sempre pil importanza e visibilita nella gestione dei servizi sanitari in molti
stati (Noriega, 2014; Buso, 2015).

La rinascita della fama e dell'utilizzo degli oli essenziali in epoca moderna dopo i gia citati
fasti dell'antichita avviene negli anni 20 del secolo scorso con la nascita della pratica
aromaterapica, quando nel 1928 il chimico Francese Gattefosse ebbe modo di osservare

per puro caso le proprieta terapeutiche della lavanda utilizzata per curare una grave
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ustione e conio il termine “aromaterapia”. Quasi quarant'anni dopo nel 1964 un medico
francese, il Dott. Jean Valnet, pubblica con il titolo “Aromatherapie” uno studio
riguardante i buoni risultati ottenuti utilizzando alcuni oli essenziali nella terapia di
svariati disturbi fisici e psichici. L'aromaterapia non va intesa come una forma di
trattamento che ha a che fare solo con il senso dell'olfatto poiché ogni olio essenziale
possiede determinati componenti che in alcuni casi sono in grado di interagire con il
nostro organismo con un’attivita sfruttabile dal punto di vista terapeutico (Lawless, 1992).
Basti pensare al grande numero di pubblicazioni esistenti che, negli ultimi 20 anni,
descrivono l'attivita biologica di un grande numero di oli essenziali che li rende utilizzabili
in campo cosmetico farmaceutico alimentare sebbene questi studi siano largamente
limitati a valutazioni in vitro. E importante ricordare che accanto agli aspetti positivi
dell’'uso degli oli essenziali sono stati riscontrati anche potenziali rischi, legati a
potenzialita allergizzanti o irritanti. Volendo riassumere le principali attivita biologiche
che sono state riscontrate e confermate a carico di alcuni oli essenziali con opportuni test
in vitro e, piu limitatamente, in vivo, bisogna citare: attivita antiossidante attivita
anticancerogena, attivita antinocicettiva, attivita antivirale, attivita antiflogistica, attivita
di promozione dell'assorbimento di principi attivi opportunamente veicolati attraverso
membrane biologiche (Baser and Buchbauer, 2015). L'utilizzo alimentare degli oli
essenziali @ molto diffuso per conferire determinate caratteristiche organolettiche
all'alimento ma le crescenti conoscenze riguardo alle proprieta antiossidanti e
antimicrobiche di alcune essenze fanno pensare a un impiego alimentare che potrebbe
assumere grande importanza nel caso permettesse di limitare I'uso di conservanti. Gli oli
essenziali sono molto utilizzati nella formulazione di cosmetici e profumi, dato che questi
sono prodotti di grande consumo si e venuto a creare il problema
dell'approvvigionamento poiché i grandi produttori richiedono sempre maggiori quantita
di materie prime e l'industria cosmetica punta sempre di pil su prodotti naturali e
biologici. Questo e determinato in primo luogo dalla relazione che si e creata negli ultimi
anni tra cosmesi e prodotto vegetale che nasce di pari passo con la diffidenza del
consumatore nei confronti di prodotti contenenti ingredienti di sintesi come derivati
petrolchimici, derivati siliconici e profumi o coloranti di sintesi. Questo cambiamento
della percezione della cosmesi da parte del consumatore ha portato a una modifica delle
scelte del formulatore e a un incremento delle vendite di prodotti naturali o biologici. Si

sono resi necessari pertanto enti certificatori della cosmesi biologica che classifichino il
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prodotto come biologico o naturale in base alle sue caratteristiche. Ne esistono in grande
numero sia a livello nazionale che internazionale come: gli italiani ICEA, CCBP,
BIOAGRICERT, gli enti certificatori europei ECOCERT, COSMEBIO, BDIH, SOIL
ASSOCIATION, gli enti certificatori internazionali ECO-LABEL e COSMOS STANDARD. In
particolare gli standard COSMOS rappresentano la piu recente indicazione in materia di
cosmesi biologica e nascono dall’armonizzazione delle linee guida dei seguenti
certificatori europei: BDIH (Germania), BIOFORUM (Belgio), COSMEBIO &ECOCERT
(Francia), ICEA (ltalia), SOIL ASSOCIATION (UK) (Radice, 2011; Noriega, 2014; Buso, 2015).

Loghi di alcuni enti certificatori

Negli ultimi anni & aumentata I'attenzione e il dibattito scientifico riguardo la sicurezza
degli ingredienti utilizzati in tecnica profumaria e cosmetica e pertanto si & resa
necessaria una regolamentazione europea che unificasse le eterogenee leggi degli stati
membri. La Commissione Europea, assistita dal comitato scientifico per i prodotti
cosmetici e i prodotti non alimentari destinati ai consumatori (SCCNFP), ha emanato la
direttiva 2003/15/CE che modifica la direttiva 76/768/CEE del Consiglio concernente il
ravvicinamento delle legislazioni degli Stati membri relative ai prodotti cosmetici. Sono
state individuate in questo documento 26 sostanze aromatiche definite allergizzanti che
devono essere segnalate in etichetta se la loro concentrazione supera lo 0.001% in
prodotti leave-on o lo 0.01% in prodotti rinse-off. Sedici di queste sostanze sono di
derivazione naturale, le ultime 2 sono materie prime vegetali aromatiche (estratto di
Ervenia prunastri e Ervenia furfuracea), 8 sono di derivazione esclusivamente sintetica.
L’obbligo di etichettatura per le 26 sostanze non tiene conto del modo in cui vengono

inserite nel prodotto ovvero la loro presenza deve essere dichiarata indipendentemente
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dal fatto che facciano parte di un “ingrediente complesso” o che vengano inserite come
tali. | 16 allergeni naturali elencati nella direttiva sono presenti in circa 180 materie prime
vegetali (come estratti e oli essenziali) (EFFA CoP, 2007). L’'emanazione di una legislazione
europea ha reso necessaria la formulazione di linee guida per lo scambio di informazioni
tra produttori di cosmetici/industria profumaria e produttori di fragranze e materie
prime; queste sono state elaborate da COLIPA (Associazione delle industrie cosmetiche
europee), EFFA (European Flavour and Fragrance Association). Secondo queste linee
guida il produttore di cosmetici deve ottenere dal fornitore di fragranze una dichiarazione
con le seguenti informazioni: generalita del cliente, nome e indirizzo del fornitore,
identita della miscela profumante con il suo nome (se esiste) e numero di codice,
categoria del prodotto, modalita di impiego e concentrazione di utilizzo per la quale la
miscela profumante e stata valutata, valutazione della sicurezza della miscela profumante
per I'uso a cui & destinato, certificato di uniformita agli standard IFRA attualmente in
corso, dichiarazione di conformita degli ingredienti della fragranza alla legislazione
chimica EU, informazioni accurate sulla presenza e concentrazione di sostanze
regolamentate negli allegati della Direttiva Cosmetica, altre informazioni se necessarie,
data, nome qualifica e firma del valutatore della sicurezza. E necessaria inoltre una
valutazione della sicurezza della materia prima aromatica nel prodotto cosmetico finito
che deve tenere conto del livello di purezza degli ingredienti (Melato Unipro). Va
ricordato che sono in corso ulteriori sviluppi e modifiche del regolamento europeo; in
questo senso € stata pubblicata una opinione SCCS 1459/11 nel luglio 2012 in cui &
presente una nuova lista di sostanze allergeniche che comprende 26 ingredienti allergeni,
altre 30 molecole e 26 estratti naturali. Di queste 82 sostanze 12 sono state considerate
allergeni da contatto che destano particolare preoccupazione a causa dell’alto rischio di
sensibilizzazione (Noriega, 2014; Buso, 2015).
Elenco degli allergeni riconosciuti dalla Direttiva 2003/15/CE:

- Amylcinnamal (n. CAS 122-40-7)

- Alcole benzilico (n. CAS 100-51-6)

- Alcole cinnamilico (n. CAS 104-54-1)

- Citrale (n. CAS 5392-40-5)

- Eugenolo (n. CAS 97-53-0)

- Idrossicitronellale (n. CAS 107-75-5)

- Isoeugenolo (n. CAS 97-54-1)
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- Alcole beta-pentilcinnamilico (n. CAS 101-85-9)

- Salicilato di benzile (n. CAS 118-58-1)

- Cinnamaldeide (n. CAS 104-55-2)

- Cumarina (n. CAS 91-64-5)

- Geraniolo (n. CAS 106-24-1)

- 4-(4-idrossi-4-metilpen-til)cicloes-3-encarbaldeide (n. CAS 31906-04-4)
- Alcole anisilico (n. CAS 105-13-5)

- Cinnamato di benzile (n. CAS 103-41-3)

- Farnesolo (n. CAS 4602-84-0)

- 2-(4-terz-butilbenzil)-propionaldeide (n. CAS 80-54-6, Liliale)

- Linalolo (n. CAS 78-70-6)

- Benzoato di benzile (n. CAS 120-51-4)

- Citronellolo (n. CAS 106-22-9)

- Alfa-esilcinnamaldeide (n. CAS 101-86-0)

- D'limonene (n. CAS 5989-27-5)

- Ott-2-inoato di metile (n. CAS 111-12-6)

- 3-metil-4-(2,6,6-trimetil-2-cicloesen-1-il)-3-buten-2-one (n. CAS 127-51-5)
- Estratto di evernia prunastri ed evernia furfuracea (n. CAS 90028-68-5)

- Evernia furfuracea, estratto (n. CAS 90028-67-4)

Le essenze hanno percid da sempre accompagnato le culture delle civilta, acquisendo via
via, dalle piu antiche alle contemporanee, poliedricita di usi e indicazioni,
dall’'usoritualistico-religioso, a quello condimentario, a quello cosmetico e terapico. In
ogni caso, sono entrate a far parte delle culture di tutto il mondo. Considerare e
descrivere I'importanza che oggi sta assumendo la medicina tradizionale & necessario per
comprendere il potenziale incremento di importanza socio-economica della conoscenza e
dell'utilizzo degli oli essenziali nell'ambito salutistico e alimentare (Buso, 2015).

Gli usi sempre piu diversificati degli oli essenziali, nonché la sempre piu diffusa richiesta di
mercato, hanno stimolato l'industria degli aromi, gia in forte crescita agli inizi del XIX
secolo, a sviluppare la produzione di oli essenziali di sintesi. Questi, erano e sono costituiti
generalmente dal solo costituente principale dell'olio in Natura caratterizzandosi dunque
delle proprieta funzionali principali ma senza quegli aspetti che caratterizzano un'essenza

come fitocomplesso. Grazie alla riscoperta di questo aspetto costitutivo, che & anche
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espressione di una funzionalita complessa, oggigiorno il mercato delle essenze naturali
trova rinnovato vigore (Noriega, 2014).

L'aromaterapia € un metodo terapeutico basato sull'utilizzazione di oli essenziali. Il
termine "aromaterapia" fu coniato nel 1928 da Rene Gattefossé; nel 1964, col titolo di
Aromatherapie, furono pubblicati i risultati degli studi clinici del dottor Jean Valnet, il
guale impiegava gli oli essenziali nel suo trattamento di disturbi medici di varia natura, in
particolare psichiatrici. Margherite Maury, una biochimica francese, si interesso
all'aromaterapia nel periodo della seconda guerra mondiale, utilizzandola insieme ad altri
rimedi e prodotti di bellezza naturali. Sviluppd in Francia una branca separata
dell'aromaterapia che impiegava gli oli per uso esterno, piuttosto che interno, e li
combinava con il massaggio per ottenere un risultato piu completo. Paul Belaiche si
occupo principalmente delle patologie infettive trattabili con le essenze e dei metodi per
valutarne |'efficacia individuale mediante I'aromatogramma, metodo semplice in vitro per
valutare il potere battericida degli oli essenziali (Noriega, 2014).

L'industria degli aromatizzanti sta conoscendo negli ultimi anni un grande sviluppo,
soprattutto in campi quali quello farmaceutico, alimentare e cosmetico. Da sempre sono
stati questi gli ambiti di applicazione, ma oggigiorno I'aspetto della aromatizzazione si
accompagna a quello nella naturalita, che da un valore aggiunto al prodotto, e all'aspetto
funzionale nel senso pit ampio dell'olio essenziale. Il concetto di aromatizzazione & dato
dalla necessita di rendere i prodotti pil adatti alle richieste di mercato, quindi sia in
campo farmaceutico che in campo alimentare, la motivazione & data dal bisogno di
rendere, ad esempio, piu appetibili i prodotti (Noriega, 2014).

Aromatizzazione in campo salutistico. L'aromatizzazione di un farmaco concorre alla sua
accettazione. Un farmaco infatti dal gusto e dal profumo gradevoli risulta meglio accetto
al paziente rispetto ad uno con un gusto sgradevole; questo costituisce uno stimolo per la
psicologia del paziente che lo dispone in modo positivo alla guarigione. | prodotti
disponibili per I'aromatizzazione dei farmaci possono essere di sintesi, di emisintesi o
naturali; tra i prodotti aromatizzanti naturali, ovviamente, gli oli essenziali giocano un
ruolo fondamentale. La scelta del composto aromatizzante deve tener conto della
preparazione farmaceutica coinvolta, e, a seconda delle caratteristiche chimico fisiche, si
rendera necessario scegliere aromatizzanti diversi (Noriega, 2014).

Aromatizzazione in campo alimentare. L'industria alimentare fa un largo uso di sostanze

aromatizzanti nella formulazione di prodotti alimentari per vari motivi: conferire sapore e
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odore a una miscela di ingredienti che, provenendo spesso da processi piu 0 meno
complessi di elaborazione, hanno perduto il gusto originale; standardizzare i prodotti
alimentari anche dal punto di vista dei caratteri organolettici; venire incontro alle sempre
piu esigenti preferenze di mercato e, aspetto non secondario, favorire anche la
conservabilita dei prodotti (Noriega, 2014).

In campo cosmetico gli oli essenziali trovano applicazioni in diversi ambiti, possono
innanzitutto essere impiegati come componente profumata di un cosmetico, come
aromatizzante di particolari cosmetici in cui € importante anche |'effetto gustativo (come
nei dentifrici, collutori, sticks labiali), oppure possono trovare un'importante proiezione
applicativa nell'ambito della cosmesi funzionale. Il settore dell'aromacosmesi, si interessa
di trattamenti cosmetici a base di oli essenzialio di piante aromatiche che li contengono.
Le proprieta farmacoterapeutiche delle essenze stanno alla base del loro uso in
aromaterapia e sono molto spesso le stesse che ne determinano l'impiego funzionale in
cosmetologia; cosi essenze dalle proprieta antinfiammatorie, come ad esempio I'olio di
Camomilla, trovano applicazione in cosmetici emollienti. Come nell'ambito della
nutrizione, gli oli essenziali possono trovare applicazione nella cosmesi funzionale, come
emollienti, restitutivi, antiossidanti, ecc. Quindi un cosmetico funzionalizzato ad uso
topico od endogeno deve apportare sostanze al fine di compensare le carenze o le
eventuali disfunzioni metaboliche, nel rispetto delle proprieta biologiche e fisico-chimiche
della cute: i cosmetici devono percio avere affinita per la natura e le proprieta del tessuto
cutaneo (Noriega, 2014).

I Profumi. Il profumo pud essere definito come una miscela di sostanze odorose,
generalmente di origine vegetale od animale. Probabilmente la scoperta del profumo e
legata alla combustione di materiale vegetale, e ancora oggi permane in alcuni casi l'uso
di liberare fumi odorosi mediante la combustione, come ad esempio si fa con l'incenso e
la mirra. Un tempo i profumi erano composizioni basate su miscele di oli essenziali e di
altri derivati odorosi naturali, ma col progredire della sintesi chimica e I'aumento nei
consumi, l'impiego degli oli essenziali naturali & diminuito. Attualmente le essenze
naturali costituiscono non piu del 10% dei profumi, il resto e ricostruito per sintesi. Le
note di un profumo vengono percepite in modo diverso a seconda della volatilita dei
componenti, per questo si classificano solitamente in:

Note di testa - Il profumo esplode con le note di testa che devono attirare I'attenzione.

Emanano un profumo leggero ed effimero. Sono spesso note agrumate (limone,
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bergamotto, mandarino, arancio), o erbacee (salvia, rosmarino, lavanda). Si sviluppano e
si arricchiscono gradualmente unendosi alle note di cuore che sono le note dominanti del
profumo.

Note di cuore - Hanno pilu tenuta delle note di testa. La loro fragranza ha bisogno di
tempo per svilupparsi. Le note di cuore danno carattere al profumo. Sono generalmente
fiorite (rosa, garofano, gelsomino, ylang-ylang, tuberosa, mughetto) o speziate (chiodo di
garofano, cannella, coriandolo, noce moscata).

Note di fondo - Le note di fondo intensificano il carattere del profumo e gli danno tenuta.
Queste note hanno bisogno di piu tempo per svilupparsi, ma durano piu a lungo delle
altre. Si sentono quasi impercettibilmente attraverso le note di testa, sostengono e
prolungano le note di cuore. Controllano le diverse velocita di evaporazione delle note di
testa e delle note di cuore. Sono spesso note balsamiche (benzoino, galbano, mirra) o

boisée (legno di cedro, patchouli, vétiver, sandalo) (Noriega, 2014).
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SCOPO DELLA TESI

Gli oli essenziali sono il prodotto del metabolismo secondario delle piante e sono
generalmente materiali volatili fragranti composti da una mistura complessa di
idrocarburi mono- e sesquiterpenici, e di materiali ossigenati derivati biosinteticamente
da questi. Altri costituenti comuni includono i fenilpropanoidi derivati dal percorso
dell’acido shichimico e i loro prodotti di trasformazione, e altri composti provenienti dal
metabolismo degli acidi grassi e degli amminoacidi. A parte questi gruppi di composti
maggioritari, sono presenti molte altre molecole che includono composti azotati e
solforati. Il nostro gruppo di ricerca svolge da molti anni attivita di studio e di applicazione
di oli essenziali, sia per la particolare via biosintetica da cui essi derivano, sia per le
notevoli applicazioni in campo della salute (farmaceutico, cosmetico, alimentare)
(Sacchetti et al., 2005).

La foresta Amazzonica rappresenta una fonte inestimabile di piante aromatiche, ricche
quindi di oli essenziali. Il presente lavoro ha come finalita la selezione e valutazione di
piante medicinali aromatiche, utilizzate nella pratica tradizionale (Etno-Farmacia) dal
popolo indigeno della foresta amazzonica del sud dell’Ecuador. In questa indagine
scientifica sono stati coinvolti: il Dipartimento di Scienza della Vita dell’Universita degli
Studi di Ferrara, I'Universidad Estatal Amazonica di Puyo (Ecuador) e il Centro per la
Cooperazione Internazionale dell’Universita degli Studi di Ferrara.

Il lavoro di dottorato & stato incentrato sull’ottimizzazione dei processi di estrazione, lo
studio dei componenti chimici (HPTLC, GC-MS, RMN) e valutazione dell’attivita biologica
(antiossidante, antimicrobica, antinflammatoria e mutagenica) degli oli essenziali ottenuti

dalle seguenti specie vegetali:

1. Cymbopogon citratus (Poaceae)

Dacryodes peruviana (Burseraceae)
Chenopodium ambrosioides (Amaranthaceae)
Endlicheria klugii (Lauraceae)

Ocimum micranthum (Lamiaceae)

o v A w N

Ocotea cernua (Lauraceae)
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7. Ocotea quixos (Lauraceae)
8. Piper carpunya (Piperaceae)
9. Schinus molle (Anacardiaceae)

10. Tagetes minuta (Asteraceae)

La scelta delle specie e frutto di un lavoro di continuita di cui il presente dottorato
rappresenta una parte del lungo percorso di ricerca che ha come finalita complessiva la
mappatura della biodiversita vegetale dell’Ecuador amazzonico guidata dagli usi
etnofarmaceutici — spesso anche molto frammentari — che caratterizzano la tradizione
delle etnie native del luogo.

Il paradigma degli oli essenziali per lo studio di queste specie e dovuto al fatto che la

aromaticita delle piante e delle parti usate nella tradizione risulta il primo elemento di

scelta per gli impieghi salutistici e ha quindi presumibilmente un ruolo comunque centrale
nell’efficacia e nella sicurezza delle preparazioni derivate.

Le caratteristiche chimiche degli oli essenziali infine |i rendono uno strumento

particolarmente efficace nel qualificare la biodiversita attraverso una impronta digitale

chimica delle specie vegetali amazzoniche.

Lo studio viene di seguito riportato nelle seguenti modalita, suddividendo risultati e

discussione in due grandi sezioni:

1. Per ciascuna specie vegetale investigata e riportata una scheda descrittiva botanico-
farmacognostica con risultati e discussione relativi all’analisi chimica dell’olio
essenziale

2. Risultati e discussione dell’attivita biologica valutata in vitro di tutti gli oli essenziali
messi a confronto

Lo schema di lavoro su ciascun olio essenziale ha rispecchiato sostanzialmente il draft

sottostante:
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Risultati e discussione

Sezione 1. Per ciascuna specie vegetale investigata é riportata una scheda descrittiva
botanico-farmacognostica con risultati e discussione relativi all’analisi chimica dell’olio

essenziale

Tutti gli oli essenziali presi in considerazione in questa tesi sono stati estratti tramite
distillazione in corrente vapore con distillatori commerciali, in Ecuador, direttamente nei
pressi di raccolta del materiale vegetale.

Per trovare le condizioni ottimali di estrazione in modo da avere la miglior resa possibile &
stata scelta come modello la pianta di Cymbopogon citratus, che e stata utilizzata per
settare tre principali parametri di distillazione: la quantita di materiale vegetale da
introdurre nel distillatore, il carico di acqua da utilizzare per I'estrazione e I'entita della
fiamma per il riscaldamento dell’acqua (°T) (vedi figura che segue). La selezione di questa
pianta come modello si & basata sull’abbondanza di olio essenziale in essa contenuto,
sulle sue interessanti attivita biologiche gia riscontrate in precedenti studi e sul giusto

tempo balsamico e disponibilita di materia prima al momento della sua raccolta (agosto;

anno 2016).

2. Aggiunta del materiale vegetale

3. Fase di distillazione 4. Raccolta dell’olio esseziale ogni 15 minuti 5. Separazione
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Per trovare il settaggio ottimale di distillazione, oltre a variare singolarmente i tre
parametri appena descritti & stato registrato il volume di olio essenziale prodotto in
funzione del tempo per ottenere curve di distillazione da confrontare. Proprio su queste
curve ci si e basati per I'estrazione degli oli essenziali di tutte le altre piante considerate.
Le condizioni migliori, miglior resa e curva di distillazione con andamento gaussiano, sono
state ottenute con il carico di materiale vegetale dimezzato, il serbatoio d’acqua
completamente pieno e il riscaldamento al massimo (vedi tabella e grafico).

Una volta ottenuti tutti gli oli essenziali si € passati alla loro caratterizzazione chimica
mediante gas cromatografia (GC) e gas cromatografia associata a spettrometria di massa
(GC-MS), riuscendo ad identificare oltre il 90% del contenuto di ciascuno di essi.
Successivamente sono state saggiate diverse attivita biologiche tra cui la capacita
antiossidante, attivita antimicrobiche indirizzate su batteri e funghi sia patogeni per
'uomo che fitopatogeni di interesse agricolo, testando prima gli oli essenziali
singolarmente e poi in associazione per rilevare eventuali effetti di sinergismo, I'attivita
antinfiammatoria ed infine I'attivita mutagena per indagare eventuali rischi genotossici. A
conclusione ¢ stata preparata una formulazione cosmetica con gli oli risultati piu attivi per
cio che riguarda I'attivita antiossidante ed & stata saggiata |’attivita antiossidante anche

su di essa per verificare se si mantenevano tali proprieta.

Distill. | Peso materiale Vol. acqua Riscaldamento Vol. OE ottenuto Resa
(n.) (Kg) (L) (mL) (%)

1 11.34 16 100% 40.9 0.33
2 11.34 16 50% 38.3 0.31
3 11.34 8 100% 39.7 0.32
4 11.34 8 50% 50.3 0.40
5 5.67 16 100% 27.8 0.45
6 5.67 16 50% 21.7 0.35
7 5.67 8 100% 24.4 0.40
8 5.67 8 50% 25.7 0.42

Tabella 2. In tabella viene mostrata la resa percentuale di olio essenziale facendo riferimento al peso in grammi di olio essenziale in
rapporto al peso in grammi di materiale vegetale caricato nel distillatore.
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Grafico 1. In questo grafico sono mostrate le curve di distillazione monitorando la produzione di olio essenziale ad intervalli di 15




Chenopodium ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Divisione: Magnoliophyta Sinonimi:

Classe: Magnoliopsida Dysphanya ambrosioides L.

Sottoclasse: Caryophyllidae

Ordine: Caryophyllales Nomi comuni:

Famiglia: Amaranthaceae epazote, mastruz, Jerusalem-tea, American
Sottofamiglia: Chenopodioideae wormseed, erva de Santa Maria, erva do
Tribu: Dysphanieae furmuiguero, Mexican tea, goosefoot,
Genere: Chenopodium paico

Specie: C. ambrosioides (L.) Mosyakin &
Clemants

Immagini di Andrea Moro, Dipartimento di Scienze della Vita, Universita degli Studi di Trieste
(http://dryades.units.it/euganei/index.php?procedure=taxon_page&id=455&num=1921)

C. ambrosioides & un arbusto erbaceo annuale o perenne che puo raggiungere 1 m di
altezza, caratterizzato da una forte fragranza aromatica (Trivellato Grassi et al., 2013). E
una pianta nativa dell’America centrale e meridionale ed € in grado di adattarsi a svariate
condizioni ambientali. E considerata una pianta infestante ed & diffusa anche in diversi
Paesi dell’Africa e in alcune zone della Nuova Zelanda (Bieski et al., 2015; Trivellato Grassi
et al., 2013).

Dal punto di vista sistematico C. ambrosioides appartiene alla famiglia delle
Amaranthaceae, sottofamiglia Chenopodioideae. Il raggruppamento & noto per essere
rappresentato da specie di interesse agro-alimentare, come Beta vulgaris che a seconda

della varieta, viene utilizzata per scopi differenti, dalla produzione dello zucchero all’'uso
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alimentare delle bietole da coste, da radice (barbabietola rossa) e da foraggio per
I'alimentazione del bestiame. Altra specie delle Chenopodioideae & Spinacia oleracea,
nota comunemente come spinacio e Chenopodium quinoa (quinoa). Quest’ultima riveste
un ruolo fondamentale per I'alimentazione delle popolazioni andine, coltivata nelle Ande
da circa 7000 anni; a seguito della conquista spagnola, ne venne rinnegato il suo utilizzo
alimentare, che fu poi comunque riscoperto nella seconda meta del XX° secolo e da allora
venne esportato e coltivato anche in Paesi al di fuori del territorio andino (Bazile et al.,
2016).

La parte usata di C. ambrosioides € costituita da fiori e sommita fiorite, particolarmente
aromatiche e a cui sono associati usi etnomedici tradizionali che rendono ragione

dell'interesse maturato con il presente studio.

GLI USI TRADIZIONALI

A differenza di specie con cui C. ambrosioides condivide la famiglia botanica, questa
specie non vanta particolari usi alimentari ma & invece piuttosto nota per usi tradizionali a
sfondo fitoterapico (etnomedicina). C. ambrosioides ha infatti un ampio utilizzo nel
contesto etnomedico, & nota per essere utilizzata principalmente sottoforma di te,
impacchi ed infusi per la cura di disturbi inflammatori, contusioni, infezioni polmonari e
come antielmintico ed antifungino (Trivellato Grassi et al., 2013). Altri usi riguardano la
guarigione da bronchiti, tubercolosi e reumatismi (Kumar et al., 2007) ed infine & molto
utilizzata anche come ausilio nella guarigione di lesioni, distorsioni, fratture ossee ed
edemi, lenitivo per dolori localizzati, cura per gastriti e disordini allo stomaco, contro
epatiti, contro infezioni intestinali (Bieski et al., 2015). Qualche utilizzo meno noto della
pianta riguarda il trattamento di amenorrea, dismenorrea e punture di insetti o morsi di
serpenti (Song et al., 2015).

Oltre agli usi tradizionali di C. ambrosioides esistono numerose evidenze scientifiche
riguardanti diverse attivita biologiche, particolarmente indicative per possibili utilizzi
salutistici coerenti con moderni disturbi e patologie. Ad esempio, e stato studiato il
potenziale effetto antimalarico dell’estratto idroalcolico delle foglie (Cysne et al., 2016) e
I’attivita contro Helycobacter pylori sia in vitro che in vivo (Ye et al., 2015). Da tempo sono
note anche le attivita dell’olio essenziale contro funghi dermatofiti quali Trychophyton

mentagrophytes e Micosporum audouinii (Kishore et al., 1996) ed anche nei confronti di
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altri funghi filamentosi come Aspergillus sp., Fusarium sp. e Colletotrichum sp. (Jardim et
al., 2008). Recentemente ha comunque rivestito forte interesse la bioattivita dell’OE in
grado di contrastare ceppi di Candida sp., anche farmaco-resistenti (Chekem et al., 2010;
Lianet Monzote et al., 2014). In quest’ultimo campo e sempre piu forte l'interesse ad
associare prodotti naturali e farmaci classici in cerca di una loro interazione sinergica, in
particolar modo verso ceppi di Candida sp. farmaco resistenti (Stringaro et al., 2014).
Infine, sono stati osservati effetti immunomodulanti utilizzando colture cellulari di
macrofagi (Cruz et al., 2007) e linfociti (Rossi-Bergamann et al., 1997) ed antitumorali, ad
esempio studiato impiantando cellule di tumore di Ehrlich in topi (Nascimento et al.,

2006).

ASPETTI FITOCHIMICI, FARMACOLOGICI, TOSSICOLOGICI CORRELATI ALLA SPECIE:

Studi tossicologici condotti su estratti idroalcolici di C. ambrosioides in modello murino
hanno mostrato che a dosaggi normali (paragonabili a quelli assunti negli usi tradizionali
della pianta) non si ha alcun effetto tossico tranne qualche lieve alterazione fisiologica
puntuale (es. livelli di urea) ma soltanto a dosaggi molto alti (Pereira et al., 2010). Anche
studi su estratti metanolici non hanno mostrato tossicita ne in ratti, né in Artemia salina
(un piccolo crostaceo di acqua salata molto sensibile agli inquinanti ambientali e alle
sostanze tossiche) (Garcia et al.,, 1997). Considerato invece l'olio essenziale come
tipologia di estratto si osserva qualche effetto di potenziale tossicita probabilmente
dovuta alla presenza del carvacrolo. Da analisi condotte utilizzando i tre composti
maggioritari dell’olio essenziale, ovvero carvacrolo, ossido di cariofillene e ascaridolo e
emerso un potenziale effetto tossico a livello dei mitocondri. Questa tossicita viene
associata alle proprieta antielmintiche della pianta note nella medicina tradizionale
(Monzote et al., 2009) o quelle dimostrate verso Leishmania sp. (Pastor et al., 2015).

Per cio che riguarda l'identificazione di molecole attive presenti in D. ambrosioides, le piu
studiate sono sicuramente le sostanze volatili, quasi per nulla indagate sono invece le
molecole non volatili. Recentemente sono state isolate 5 molecole non volatili che
confermano I'attivita antiossidante ed antinfiammatoria riscontrate negli infusi e decotti

di questa pianta (Song et al., 2015).
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ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA DELL'OLIO ESSENZIALE

L’estrazione dell’olio essenziale di C. ambrosioides € avvenuta mediante distillazione in
corrente di vapore, come previsto dalla farmacopea, dove i parametri di distillazione sono
stati ottimizzati per ottenere la maggior resa possibile. Successivamente si € passati alla
sua caratterizzazione chimica mediante gas cromatografia GC-FID e gas cromatografia-
spettrometria di massa GC-MS. Sono stati identificati 28 diversi componenti che
rappresentano il 95.15% sul totale dell’olio essenziale.

| composti maggiormente rappresentati sono il limonene (41.48%), il trans-p-menta-2,8-
dien-1-olo (7.68%), il trans-isocarveolo (7.09%), il cis-p-menta-1(7),8-dien-2-olo (6.04%)
ed il p-cimene (5.36%). Il limonene, che rappresenta il composto maggioritario, & un
monoterpene ciclico molto rappresentato nel genere Citrus dove € abbondante nel
pericarpo dei frutti e ne conferisce fragranza caratteristica degli agrumi.

La composizione chimica riscontrata nei nostri laboratori non € in linea con i dati di
letteratura, dove il composto maggioritario & solitamente rappresentato dall’ascaridolo
(Bossou et al., 2013; Harraz et al., 2015; Hu et al., 2015; L. Monzote et al., 2014; Pastor et
al., 2015), non ritrovato nel nostro campione o talvolta a-terpinene (Chekem et al., 2010)
che rappresenta il suo precursore biosintetico. Tuttavia alcuni studi evidenziano la
presenza di limonene come composto maggioritario (Sagrero-Nieves and Bartley, 1995;
Buer and Brasil, 1973). Il p-cimene e i mentano derivati trans-p-menta-2,8-dien-1-olo,
cis-p-menta-2,8-dien-1-olo e cis-p-menta-1(7),8-dien-2-olo sono stati frequentemente
rilevati come componenti minoritari nell’olio essenziale nella letteratura sopracitata,
mentre meno frequente e la presenza dei composti correlati a carvone e carveolo.

Le motivazioni legate alla differente composizione del nostro campione di OE potrebbero
essere sostanzialmente riconducibili all’habitat amazzonico, caratterizzato da una
biodiversita tra le piu ricche al mondo e che, in quanto tale, promuove una cosi forte
pressione sui percorsi biosintetici del metabolismo secondario delle piante da
determinare un’importante diversita chimica, specchio di quella ecologica. Rispetto a
guesto concetto di fatto ripetutamente contestualizzato in studi fitochimici che correlano
fingerprinting chimico e fattori ambientali, gli oli essenziali rappresentano uno dei piu
eclatanti esempi di sensibilita biochimica. Questa espressione biologica che vede
correlato il profilo fitochimico delle piante e tanto straordinaria quanto problematica se
proiettata sul piano salutistico poiché rende difficile la standardizzazione dei prodotti
eventualmente derivabili da specie di interesse, soprattutto se di derivazione spontanea

(Guerrini et al., 2011; Rossi et al., 2013).
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Composizione dell’olio essenziale di C. ambrosioides

Nome del composto Area% Kl

limonene 41.48 1023 e
trans-p-menta-2,8-dien-1-olo 7.68 1118 HaC
trans-isocarveolo 7.09 1183 limonene CH:
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-olo 6.04 1226

p-cimene 5.36 1019 HO)@ ...</
o-terpinene 4.90 1011
cis-p-menta-2,8-dien-1-olo 3.11 1131 trans-p-Menta-2,8-dien-1-olo
y-muurolene 3.02 1474

carvone 2.30 1238 HO
neoiso-diidrocarveolo 1.76 1232 =<:>—<
isoascaridolo 1.55 1298 trans-isocarveolo
a-pinene 1.46 926 -
trans-carveolo 1.29 1215 "y @i
a-fellandrene 1.23 1002 \(I;H3 o
cis-diidrocarvone 1.20 1195 cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-0lo
y-cadinene 0.87 1512

a-cadinolo 0.63 1656

cis-limonene ossido 0.58 1127

1,8-cineolo 0.49 1025

canfene 0.44 941

t-cadinolo 0.41 1645

cis-carveolo 0.37 1229

B-cariofillene 0.33 1407

ar-curcumene 0.31 1478

B-pinene 0.29 969

biciclogermacrene 0.16 1488

santene 0.12 903

pinocarvone 0.10 1155

Totale identificati 94.65
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Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Classe: Liliopsida Andropogon shoenantus L.
Sottoclasse: Commelinids

Ordine: Poales Nomi comuni:

Famiglia: Poaceae Lemon grass, yerba luisa, citronella

Sottofamiglia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Sottotribu: Anthistiriinae
Genere: Cymbopogon

Specie: C. citratus

Fonte immagine di sinistra: http://www.eol.org/data_objects/1992959
Fonte immagine di destra: http://www.eol.org/data_objects/1992956

C. citratus, noto anche come citronella o lemongrass, € una pianta della famiglia delle
Poaceae (o Gramineae), famiglia che comprende piante annuali ed erbe perenni, munite
di rizoma con radici avventizie e fusto cavo ai cui nodi si attaccano foglie distiche,
guainanti, generalmente ligulate. Producono infiorescenze protette ciascuna da due
brattee e il frutto consiste in una cariosside. Le Poaceae sono diffuse in tutto il mondo e
rivestono un ruolo importante dal punto di vista economico sia per le loro riserve di
zuccheri (amido nelle cariossidi dei dei cereali, saccarosio nei fusti e nei rizomi della canna
da zucchero e del sorgo), sia per rappresentare il principale foraggio per gli animali

erbivori. Alcune Poaceae tropicali come C. citratus, contengono oli essenziali ampiamente
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impiegati nell’industria dei profumi e dei cosmetici. Quelli piu usati appartegono ai generi
Cymbopogon e Vetiveria (Maugini et al., 2014).

C. citratus € un’erba perenne dalle foglie ruvide e dai bordi taglienti con un forte odore
che ricorda quello del limone. Essa € ampiamente coltivata nelle regioni tropicali e sub-
tropicali (Naik et al., 2010) sia per gli usi etnomedici, sia per I'utilizzo del suo olio
essenziale presente in abbondanza, noto per la piacevole fragranza e per diverse attivita

biologiche che di seguito verranno descritte.

USI TRADIZIONALI

C. citratus € una pianta nota ormai da tempo e che ha svariati utilizzi soprattutto in
campo etnomedico. Ad esempio in Brasile € una delle piante piu utilizzate nella medicina
tradizionale, come té o sottoforma di infuso fatto con le foglie fresche o essiccate che
localmente viene chiamato “abafado”. Tale bevanda e usata principalmente contro
disturbi nervosi o gatrointestinali, mentre in diversi altri Paesi I'utilizzo principale di C.
citratus riguarda la cura di stati febbrili. Viene utilizzato frequentemente anche come
calmante ed ipotonico, ma anche come analgesico, antiemetico, antispasmodico e per il
trattamento di diversi disturbi intestinali e gastrici. Ogni Paese ha poi i propri utilizzi legati
a tradizioni e folklore, ad esempio in Nigeria € usato principalmente come antipiretico e
per l'effetto stimolante ed antispasmodico; in Angola e India viene considerato un
antitussivo, antiemetico, antisettico ed antireumatico; in Indonesia si utilizza come
digestivo, diuretico e sudorifero (Carlini et al., 1986). A Cuba, infine, & usato come
ipotensivo, anticatarrale ed antireumatico (Carbajal et al., 1989). Se consideriamo I'olio
essenziale di C. citratus, in India viene usato in medicina per trattare disturbi
gastrointestinali oppure in Cina si prescrive il geraniolo, uno dei costituenti principali
dell’olio essenziale, come ansiolitico (Carlini et al., 1986).

Utilizzi di tradizionali C. citratus non necessariamente legati alla medicina riguardano le
radici, utilizzate per la produzione di gomme da masticare oppure impiegate per la

produzione di dentifrici.
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FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

Una caratteristica molto importante di C. citratus riguarda la sua abbondanza di olio
essenziale i cui composti principali generalmente sono il citrale, il mircene, il geraniolo, il
nerale e il geraniale (Naik et al., 2010).

Essendo il C. citratus una pianta ampiamente diffusa nel mondo e con un ampio utilizzo in
medicina tradizionale & piuttosto studiata anche in ambito scientifico; sono note infatti
numerose attivita biologiche correlate ad estratti di questa pianta, in particolare al suo
olio essenziale. Talvolta pero i dati scientifici sono discordanti tra loro, principalmente cio
e dovuto al fatto che esistono diversi chemotipi: ad esempio vi € una varieta dell’India
orientale con una egual quantita di mircene e citrale, ed una varieta dell’India occidentale
scarsa in mircene ma con elevato contenuto di citrale (Blanco et al., 2009). Molti studi
sono partiti proprio dalle informazioni etnomediche per dimostrarne o smentirne la
veridicita sull’efficacia. Ad esempio, come citato in precedenza, nella cultura cubana i
decotti di foglie di C. citratus sono usati come ipotensivi o antireumatici e studi condotti
su ratti in cui era monitorata pressione arteriosa, produzione di urina e sviluppo di edema
indotto, il decotto ha mostrato effetti ipotensivi se somministrato per via intravenosa e
blandi effetti diuretici ed antinflammatori se somministrato per via orale (Carbajal et al.,
1989). Altri studi condotti su topi hanno confermato gli effetti ansiolitico, sedativo ed
anticonvulsante descritti dalla medicina tradizionale brasiliana, osservando sulle cavie il
tempo di sonno, la rapidita di uscita da labirinti e il posizionamento in scatole con
comparti illuminati o al buio oltre che agli effetti sinergici in associazione ad alcuni
farmaci agenti sulla contrazione muscolare (Blanco et al., 2009). E stata mostrata anche
un’attivita di inibizione proliferativa nei confronti di Leishmania amazonensis dove si
osservava un effetto dose dipendente sia da parte dell’olio essenziale di C. citratus, sia da
parte del citrale, composto maggioritario dell’olio essenziale ma meno efficace se usato
singolarmente rispetto all’olio essenziale in toto (Santin et al., 2009). A conferma alcuni
utilizzi previsti dalla tradizione etnomedica, sono state studiate le capacita antibatteriche
su diversi patogeni umani e 'olio essenziale si € mostrato efficace su Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli e Pseudomonas pneumoniae (Naik
et al., 2010). Oltre che un’efficacia contro i batteri I'olio essenziale di C. citratus ha
mostrato una forte attivita anche su ceppi di Candida albicans (Tyagi and Malik, 2010).

Altro risultato interessante si e trovato nella lotta contro la contaminazione alimentare da
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microrganismi produttori di micotossine (ad esempio le piu pericolose aflatossine
prodotte da Aspergillus flavus). Studi hanno mostrato come |'olio essenziale di C. citratus
sia infatti in grado di inibire totalmente la produzione di aflatossine, e a dosi maggiori
riesca anche ad esercitare un effetto fungostatico e fungicida. Quest’ultimo aspetto e

dovuto principalmente alla presenza del citrale (Paranagama et al., 2003).

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L'olio essenziale di C. citratus & stato ricavato dalle foglie fresche della pianta tramite
distillazione in corrente di vapore, ottimizzando |’estrazione in ragione di precedenti
curve di distillazione che hanno permesso di individuare la giusta strategia per ottenere
massima resa quantitativa e qualitativa. Per cido che riguarda poi la caratterizzazione
chimica dei singoli componenti & stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC-FID) e
gascromatografia associata a spettrometria di massa (GC-MS), individuando 28 diversi
composti per un totale del 97.02% di campione. | composti principali sono
rispettivamente il geraniolo (41.49%), il geraniale (15.68%), il nerale (14.71%) ed il
citronellale (8.10%).

Studi condotti precedentemente sempre all'interno dei nostri laboratori ma su altri
campioni di C. citratus, hanno messo in risalto una differente composizione, con un 41.3%
di geraniale, un 32.3% di nerale e un 15.5% di mircene (Sacchetti et al., 2005). Altri dati di
letteratura mostrano una composizione abbastanza simile a quest’ultima, con 40.8% di
geraniale, 31.9% di nerale e 4.4% di limonene (Tzortzakis and Economakis, 2007), con
geraniale e nerale rispettivamente al 36.2% e 26.5% e nerolo al 5.1% (Tyagi and Malik,
2010), o similmente al 40.8% e 32.0% e nerolo al 4.2% (Shah et al., 2011). Sebbene il
geraniolo sia considerato uno dei marker di questo olio essenziale, & meno frequente che
rappresenti il componente principale (Almeida Barbosa et al., 2008).

Come spesso accade per gli oli essenziali ricavati da una stessa specie in natura e da
diverse aree geografiche, si puo dunque notare una forte variabilita di composizione, che
puo tradursi in discordanti dati di attivita biologica.

Nella tabella che segue sono elencati tutti i composti identificati nell’olio essenziale di C.

citratus.
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Composizione dell’olio essenziale di C. citratus

Nome del composto Area% Kl
geraniolo 41.49 1251 CHs
geraniale 15.68 1266 S
nerale 14.71 1235 OH
citronellale 8.10 1149 geraniolo
B-cariofillene 4.06 1410
H5;C CHj
citronellolo 4.04 1226
linalil isobutirrato 1.38 1385
6-metil-5-epten-2-one 0.93 982 CHa
trans-verbenolo 0.78 1159 = o0
cis-ocimene 0.63 1033
. geraniale
6-cadinene 0.62 1514
linalolo 0.59 1100 HsC~ ~CH,
a-cariofillene 0.54 1450
n-decanale 0.47 1205
CH;
germacrene D 0.38 1476
trans-ocimene 0.34 1041 @ erale
cariofillene ossido 0.29 1582 .
y-cadinene 0.28 1507 O
2,2-dimetil-3,4-octadienale 0.24 1102
a-cadinolo 0.24 1657 Hake  itls
nerolo 0.22 1222 CH,
a-bisabololo 0.18 1686
trans-nerolidolo 0.16 1561 o
germacrene A 0.15 1499 citroneliale
ottanale 0.14 1003
citronellil acetato 0.14 1362 H,yC CH,
o-muurolene 0.12 1494
a-muurololo 0.12 1645
Totale 97.02
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Dacryodes peruviana (Loes.) J.F. Macbr

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Divisione: Magnoliophyta Sinonimi:

Classe: Magnoliopsida Pachylobus peruvianus Loes
Sottoclasse: Rosidae

Ordine: Sapindales Nomi comuni:

Famiglia: Burseraceae copal comestible, guana, tabonuco

TribU: Canarieae
Genere: Dacryodes
Specie: D. peruviana(Loes.) J.F. Macbr

Fonte immagine di sinistra: https://it.pinterest.com/pin/344314333986394342/
Fonte immagine di destra: http://www.tropicos.org/Image/30273

D. peruviana € un albero sempreverde che predilige ambienti ad alto tasso di umidita ed
altitudini comprese tra 800 e 1000 m. Puo crescere fino a 25 metri d’altezza ed il tronco
puo arrivare ad un diametro di mezzo metro. Possiede una corteccia bruno-rossastra e
rami arrotondati. Le dimensioni delle foglie variano da 8 a 28 cm di lunghezza e da 4 a 10
cm di larghezza. A fioritura ultimata forma infiorescenze che possono raggiungere una
lunghezza superiore ai 20 cm e presenta petali ovali con dimensioni di circa 1.7x2 mm.
Infine, i frutti sono drupe ovoidali che a maturazione sono di colore bruno, hanno al loro
interno un unico grosso seme e misurano in media 2.5 cm di lunghezza. | frutti sono
commestibili e vengono consumati in abbondanza dalle popolazioni indigene (Grandtner
and Chevrette, 2013). Il legno viene invece impiegato nella costruzione delle abitazioni. La
pianta produce anche una resina aromatica che viene usata come collante, come incenso
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profumato oppure come combustibile in torce per l'illuminazione e funge allo stesso
tempo da repellente per insetti (“Copal resin - Life in the Rainforest,” vedi sitografia).

D. peruviana ¢ distribuita in diverse zone del Sud America come al nord del Brasile, in
Bolivia, Peru, Ecuador, Colombia e Venezuela, come si pud vedere dalla cartina che segue

(“Dacryodes peruviana - Useful Tropical Plants,” vedi sitografia).

D. peruviana fa parte della famiglia delle Burseraceae che comprende 540 specie divise in
21 generi distribuiti nelle zone tropicali. La maggioranza di queste specie produce oleo-
gommo-resine a seguito di lesioni della corteccia che possono avere uso medicinale
oppure essere utilizzateper produrre incensi e profumi. Alcuni esempi sono il genere
Boswellia Roxb. da cui si ricava incenso, il genere Bursera Jacq. e Canarium L. da cui si
ricavano elemi (oleoresina), il genere Commiphora Jacg. da cui si ottengono mirra, bdellio
(gsommoresina) e altre resine, infine Protium heptaphyllum Marchand che fornisce I'elemi
brasiliano (“BURSERACEAE - InfoErbe,” vedi sitografia).

Da una ricerca approfondita condotta su database e motori di ricerca a nostra
disposizione & stato riscontrato che i dati scientifici di D. peruviana presenti in letteratura
sono veramente esigui. Le informazioni reperite qui riportate derivano infatti

principalmente da testi di cultura tradizionale dell’America Latina e da informazioni
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riportate oralmente da autoctoni intervistati in loco relative agli usi e costumi popolari
che si tramandano di generazione in generazione (Raffauf, 1990; Rawcliffe, 1999). Non &
stato trovato nulla riguardante informazioni sugli aspetti di fitochimica, farmacologia e
tossicologia o attivita biologica in genere. Da qui la completa originalita di tutti i risultati

da noi ottenuti in questo studio.

USI TRADIZIONALI

L'uso tradizionaleprincipale di D. peruviana & sicuramente quello alimentare. Presenta
infatti frutti dolci dal gusto molto gradevole. Le popolazioni amazoniche dell’Ecuador,

IlI

inoltre, bruciano la resina nota con il termine “copal” all'interno delle abitazioni anche
per via della sua capacita di fungere da buon repellente contro gli insetti, oltre che per il
gradevole profumo. Esiste anche una seconda tipologia di utilizzo della resina, che in un
certo modo puo essere associato ad un uso etnomedico, perché impiegato nella cura di
svariati disordini. L'uso etnomedico parte da leggende popolari molto antiche in base alle
quali alla resina sarebbero attribuiti poteri soprannaturali. Le popolazioni indigene degli
Shuar e Kichwa hanno la credenza chegli “spiriti cattivi” possano essere trasmessi
attraverso l'aria o il vento in certi luoghi e che essi possono portare una malattia chiamata
comunemente “mal aire”. Secondo questa credenza la combustione della resina avrebbe

| "

la capacita di proteggere dal “mal aire” (“Copal resin - Life in the Rainforest,” vedi

Ill

sitografia). Non esiste una definizione ben precisa che descriva il “mal aire” ma & un
termine che & presente nelle credenze di tutta ’America Latina e puo variare la sua
concezione a seconda delle zone. Ad esempio in Messico lo si attribuisce principalmente a
problemi respiratori che potrebbero essere legati a disordini muscolari, digestivi e
nervosi. Viene talvolta paragonato ad una sorta di “possessione” che pud colpire esseri

Ill

umani, ma anche animali. Se si passa al territorio andino il “mal aire” viene associato a
disturbi che vanno da nausea, affaticamento, dolori addominali e mal di testa a problemi
come la depressione, mancanza di motivazione, tristezza, preoccupazione e pianto
immotivato. Infine, nel resto del Sudamerica, al termine “mal aire” viene attribuita la
causa di contratture, torcicollo, dolori al collo e altri problemi relativi alla schiena,

soprattutto nella parte superiore (“éQué es el mal aire?,” vedi sitografia).
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ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

Come per gli altri oli essenziali, I'estrazione di D. peruviana € avvenuta tramite
distillazione in corrente di vapore utilizzando parametri ottimizzati per avere la massima
resa quantitativa e qualitativa. Per cio che riguarda poi la caratterizzazione chimica dei
singoli componenti & stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC-FID) e
gascromatografia associata a spettrometria di massa (GC-MS). In questo modo si € resa
possibile lidentificazione di 35 diversi composti riguardanti il 97.18% dell’'intero
fitocomplesso.

In letteratura non e presente alcun dato di caratterizzazione chimica dell’olio essenziale di
D. peruviana. L'unico confronto che si puo azzardare & quello con I'olio essenziale di un
altro membro dello stesso genere, quale D. edulis, una pianta coltivata in africa nelle zone
umide di montagna per i frutti commestibili e per la produzione di olio fisso. Anche in
questo caso gli studi condotti non sono molti, ne sono stati ritrovati soltanto due. Di
questi il primo articolo scientifico riporta come composti principali a-pinene (frutti/semi:
22.3/21.5%), B-pinene (13.7/19.7%), limonene (7.2/27.5%) e a-fellandrene (10.8/12.1%).
Il secondo invece riporta sabinene (21.8%), terpinene-4-olo (19.8%), a-pinene (17.5%) e
p-cimene (11.3%) estratto comunque dalla resina (Jirovetz et al.,, 2005; Obame et al.,
2008). Dalle analisi condotte nei nostri laboratori il composto maggioritario € risultato
essere il 6-3-carene, il quale risultava inferiore allo 0.3% negli studi su D. edulis.
Discrepanze meno evidenti riguardano invece gli altri composti principali riscontrati, quali
a-pinene (6.03%), limonene (3.13%) e p-cimene (3.03%).

Nella tabella che segue sono indicati i prodotti identificati.
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Composizione chimica dell’olio essenziale di D. peruviana

Nome del composto Area% Kl

6—3jcarene 70.01 1006 CHs
a-pinene 6.03 927 N
Limonene 3.13 1023 H3C£>\CH3
p-cimene 3.03 1019

a-terpineolo 1.51 1191 o-3-carene
p-menta-2,4(8)-diene 1.25 1080

B-pinene 0.97 971

Sabinene 0.95 965

p-menta-1-5-dien-1-olo 0.89 1168

verbenene 0.83 964

m-cimen-8-olo 0.79 1178 a-pinene

Safranale 0.68 1205

o-guriunene 0.60 1393 -
p-menta-3,8-diene 0.59 1075 e < > g
1,8-cineolo 0.56 1024 o,
cariofillene ossido 0.49 1578 W

p-cimen-8-olo 0.47 1184

terpinen-4-olo 0.44 1174 CHs
B-cariofillene 0.42 1408

trans-a-bergamotene 0.41 1429 /@2\0%
a-terpinene 0.40 1012 HsC

Canfene 0.32 941 PR —

y-terpinene 0.27 1052

cis-limonene ossido 0.27 1127

allo-aromadendrene 0.23 1468

4-isopropeniltoluene 0.21 1087

Borneolo 0.21 1164

spatulenolo 019 1575

4-isopropiltoluene 0.19 1015

6-2-carene 0.18 996

o —cariofillene 0.16 1448

o —tuiene 0.15 921

o —copaene 0.13 1375

trans-isocarveolo 0.12 1200

Canfora 0.10 1140

Totale 97.18
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Endlicheria klugii O. C. Schmidt

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:
Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta
Ordine: Laurales

Famiglia: Lauraceae

Genere: Endlicheria

Specie: E. klugiiO. C. Schmidt

Fonte immagine: United States National Herbarium

E. klugii fa parte della Lauracee, si trova nell’area amazzonica dell’Ecuador e in genere in
tutta la parte occidentale della foresta amazzonica, adiacente alle Ande orientali ad
altitudini solitamente comprese tra i 150 e i 1300 m. Si presenta come un albero
dall’altezza media di 15 m con ramoscelli piuttosto robusti caratterizzati da una superficie
ricoperta di corti peli. Tale rivestimento e presente anche sulle foglie, caratterizzate
inoltre da un lungo e sottile picciolo. La loro lamina, cartacea e piana, presenta una forma
che & una via di mezzo tra ovata ed ellittica. La fioritura della pianta avviene da settembre
a marzo, mentre i frutti sono disponibili tutto I'anno (Rohwer, 2005).

Il genere Endlicheria si diffonde in Sud America, prolungandosi da Costa Rica e isole
Caraibiche fino al sud del Brasile estendendosi dal livello del mare fino a 2500 m di
altitudine. Esso e caratterizzato da una notevole diversita e comprende 60 diverse specie
tra alberi ed arbusti (Rohwer, 2005). Le foglie sono semplici, intere, alterne, spesso ovate

0 obovate e picciolate, ad eccezione di poche specie come E. bracteata che presenta le
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foglie subsessili e la lamina solitamente appare piana, e di E. bullata che presenta
numerose bolle caratteristiche. L'apice e solitamente acuminato e la base si presenta
acuta, mentre i margini sono spesso ricurvi verso il basso ma possono anche essere piani.
La nervatura & per lo piu pinnata, con alcune eccezioni che presentano foglie triplinervie o
quintuplinervie. Variazioni in colore, densita, orientamento, dimensione e forma dei peli
di rivestimento procurano il giusto insieme di caratteristiche funzionali all'identificazione
della specie. Tali strutture possono presentarsi diritte, ricurve o strettamente pieghettate.
L'infiorescenza & solitamente a pannocchia e tipicamente presenta un rivestimento che
riprende quello dei ramoscelli o delle altre superfici vegetative. | fiori sono organizzati
nella maniera tipica delle Lauraceae ossia sono trimeri e unisessuali. Inoltre consistono in
due verticilli di tepali uguali e tre verticilli di stami che circondano un semplice pistillo.
Nella maggior parte delle specie i frutti maturano in una drupa nerastra sottesa da una
cupola di color rossastro. Uno studio molecolare delle Lauraceae ha mostrato che il
genere Endlicheria ¢ difiletico poiché molte delle specie in esso contenute sono inglobate
in altri due generi, Rhodostemondaphne e Ocotea (Chanderbali et al., 2001). Infatti, ad
esempio, la specie E. punctulata risulta essere piu vicina alla specie Ocotea cernua che

non ai suoi congeneri, sia dal punto di vista fitochimico che morfologico (Rohwer, 2005).

USI TRADIZIONALI

E. klugii € una pianta nota da tempo ma della quale mancano quasi completamente
informazioni riguardanti agli usi tradizionali ed ancor piu riguardo a studi di carattere
scientifico. Dal punto di vista etnomedico sono tramandate oralmente proprieta
astringenti, disinfettanti e cicatrizzanti (antiossidanti). Questo valorizza e rende originali

gli esperimenti condotti su di essa presso i nostri laboratori.

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di E. klugii, come per tutte le altre piante, & avvenuta per
distillazione in corrente di vapore sempre in ragione di una strategia ottimizzata in
funzione di diverse curve di distillazione. La successiva caratterizzazione chimica é stata
eseguita mediante gas cromatografia (GC-FID) e gas cromatografia associata a

spettrometria di massa (GC-MS). Da questa & emersa la presenza di 52 composti pari al
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96.22% dell'intero fitocomplesso. Non e stato possibile eseguire un confronto tra la
nostra caratterizzazione e la caratterizzazione di altre piante della stessa specie poiché in
letteratura non e presente alcun dato a tale riguardo.

Dalla nostra analisi il composto maggioritario & risultato essere il germacrene D (24.81%).
Gli altri principali composti sono a seguire a-selinene (7.77%), 8-amorfene (6.64%), B-
cariofillene (6.44%), a-cadinolo (6.32%) e P-elemene (5.92%), come mostrato nella
tabella che segue.

Il germacrene D & una molecola gia nota da tempo, si tratta di un sesquiterpene presente
in numerose piante, sia angiosperme che gimnosperme ma € stato riscontrato anche tra
le briofite (Noge and Becerra, 2009). Spesso rappresenta il precursore di altri
sesquiterpeni, come cadineni e selineni (Bilow and Konig, 2000; Telascrea et al., 2007).
Esso ha un ruolo ecologico di difesa per la pianta, sia verso mammiferi erbivori
(Langenheim, 1994) che verso insetti parassiti come afidi (Bruce et al., 2005) o zecche
(Birkett et al., 2008), inoltre e stata riscontrata anche un attivita insetticida nei confronti
di zanzare (Kiran and Devi, 2007). Allo stesso tempo il germacrene D funziona da
feromone per altri insetti, come diverse specie di falena, esercitando su di loro sia un
effetto di attrazione sia quello di stimolarne I'ovoposizione. E stata anche scoperta la
presenza di recettori per questa molecola situati sulle antenne di queste falene (R@stelien

et al., 2000; Stranden et al., 2002, 2003).
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Composizione dell’olio essenziale di E. klugii

Nome del composto Area% Kl
germacrene D 24.81 1478
a-selinene 7.77 1490
6-amorfene 6.64 1515
B-cariofillene 6.44 1410
a-cadinolo 6.32 1663 germacrene D
B-elemene 5.92 1388
B-selinene 4.44 1483
o-copaene 3.10 1376
germacrene B 2.96 1556
a-muurololo 2.94 1655 el
y-muurolene 2.27 1473
y-cadinene 1.97 1508
a-cariofillene 1.94 1450
o-muurolene 1.37 1494
B-pinene 1.25 972 I
a-pinene 1.21 928 s-amorfene N
g-amorfene 1.19 1489
t-cadinolo 1.18 1645
t-muurololo 1.16 1647
y-elemene 0.98 1426
1-epi-cubenolo 0.82 1629
B-copaene 0.78 1423 B-cariofillene  CHa
a-cadinene 0.69 1534
y-guriunene 0.67 1470
6-elemene 0.66 1338
germacrene A 0.55 1500
o-guaiene 0.53 1431
B-bourbonene 0.52 1381
trans-cadina-1(2),4-diene 0.50 1529
globulolo 0.45 1585
guaiolo 0.45 1596
elemene isomero 0.38 1382
cis-muurola-3,5-diene 0.37 1444
o —cubebene 0.36 1351
spatulenolo 0.36 1577
limonene 0.34 1024
isoaromadendrene epossido 0.30 1567
cariofillene ossido 0.30 1581
B-cubebene 0.29 1386
trans-calamenene 0.26 1519
cubenolo 0.26 1636
a-ilangene 0.25 1370
cis-B-elemenone 0.25 1588
aristolene 0.24 1438
trans-ocimene 0.20 1042
elemolo 0.15 1549
longiciclene 0.12 1369
cis-dracunculifolo 0.11 1537
a -calacorene 0.11 1538
B-calacorene 0.11 1561
canfene 0.10 944
allo-aromadendrene 0.10 1454
Totale 96.22
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Ocimum micranthum Willd.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Sottoclasse: asterids Ocimum guatemalense Gand.

Ordine: Lamiales Ocimum campechianum Mill.

Famiglia: Lamiaceae Ocimum guatemalense Gand.
Sottofamiglia: Nepetoideae

Tribu: Ocimeae Nomi comuni:

Genere: Ocimum albahaca del monte, Amazonian basil, wild
Specie: O. micranthum Willd. sweet basil, wild mosquito plant

Fonte immagine di sinistra: http://www.tropicos.org/Image/100160381
Fonte immagine di destra: http://www.tropicos.org/Image/100129840

O. micranthum e una pianta erbacea annuale caratterizzata da una forte aromaticita,
nativa delle pianure del centro e sud America e delle Indie occidentali. La sua fragranza
tipica € dovuta all’olio essenziale in essa contenuto, molto simile a quella di diverse specie
del genere Ocimum (Charles et al., 1990). O. micranthum appartiene alla famiglia delle
Labiatae, la quale riveste grande importanza in campo culinario per la presenza al suo
interno di numerose spezie. Si conoscono inoltre numerosi estratti con forte attivita
antimicrobica ed antiossidante. Di questa famiglia, il genere Ocimum trova anch’esso
largo impiego nel settore alimentare data I'aromaticita tipica delle specie che comprende;
sono infatti spesso utilizzate come ingredienti per il miglioramento della fragranza e
sapore del cibo. Trova anche un suo utilizzo in campo cosmetico, dove sovente lo si trova

come additivo di vari prodotti. Le specie pil conosciute ed utilizzate sono sicuramente O.
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basilicum, il comune basilico presente nell’area mediterranea, O. gratissimum di origine
africana e O. sanctum, proveniente dalle indie. O. micranthum & una specie molto meno
nota ed ancora poco studiata. Un altro aspetto importante da tenere in considerazione e
il fatto che la famiglia delle Labiatae & nota per possedere polimorfismi all'interno di una
stessa specie che si riflettono con variazioni considerevoli della composizione degli oli
essenziali, accentuando quindi la variabilita qualitativa e quantitativa che & gia di per sé
presente negli oli essenziali. Si conoscono infatti differenti chemotipi anche all’interno
delle specie del genere Ocimum e verosimilmente questo fenomeno potrebbe interessare
che 0. micranthum ma attualmente non ci sono sufficienti dati a disposizione per poterlo

affermare con certezza (Sacchetti et al., 2004).

USI TRADIZIONALI

A seguito della forte aromaticita che caratterizza O. micranthum, i principali usi
tradizionali riguardano la preparazione di bevande aromatiche e zuppe saporite (Charles
et al.,, 1990), nonché lI'impiego come spezia per aggiungere sapore e migliorare la
fragranza di piatti tipici. Per lo stesso motivo, O. micranthum trova un largo utilizzo anche
nella medicina tradizionale. Viene impiegato per contrastare infezioni batteriche
generiche, nonché per la cura di tosse e bronchiti (Di Stasi et al., 2002). Altri usi noti
riguardano I'utilizzo in qualita di decotto per la cura di raffreddori, febbre, disturbi di
stomaco o per combattere alcuni vermi parassiti. Trova anche impiego tradizionale nel
trattamento di epilessia e problemi del sistema nervoso, per otiti, come rimedio per
influenza, coliche e convulsioni nei bambini e per dolori mestruali (Charles et al., 1990).
Per finire, estratti di foglie, rami e fusto vengono utilizzati per contrastare I'emorragia
causata dall’effetto del veleno di alcuni serpenti. Evidenze scientifiche hanno confermato
un suo effetto moderato in questo senso verso il veleno di Bothrops atrox, un viperide

dell’America centro meridionale (Otero et al., 2000).

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

Come accennato in precedenza, il genere Ocimum e rappresentato da specie vegetali con
una forte aromaticita e considerate oltre che per il loro utilizzo in ambito alimentare

anche per le loro numerose attivita biologiche. Anche se O. micranthum e ancora poco
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studiato, emerge comunque per diverse proprieta funzionali ad un uso salutistico. Da
studi recenti risulta ad esempio un buon candidato come antinfiammatorio grazie alla sua
azione antinocettiva ed antispasmodica riscontrata a livello delle vie respiratorie nei ratti.
Si e riscontrata infatti una riduzione degli effetti conseguenti a stimolazioni
proinflammatorie se questo olio essenziale viene prima somministrato ai ratti per
inalazione come aerosol. Questi effetti sono dovuti principalmente ai due isomeri (E e 7)
di metil cinnammato presenti in abbondanza nell’olio essenziale (Pinho et al., 2012). Altri
studi hanno ribadito I'azione antinocettiva ed analgesica dell’olio essenziale di O.
micranthum anche se somministrato tramite iniezione (Lino et al., 2005). Ulteriori
esperimenti hanno messo in luce attivita antibatterica per diversi patogeni umani, attivita
antiprotozoica ed attivita antiossidante sia di estratti metanolici che estratti acquosi di O.
micranthum (Navarro et al.,, 2003). Estratti in diclorometano invece hanno mostrato
attivita contro alcuni funghi dermatofiti, come Microsporum gypseum e Tricophyton
mentagrophytes (Freixa et al., 1998). Dalle tipologie di estratto utilizzate, di cui comunque
la composizione chimica riportata & molto sommaria se non del tutto assente, € in ogni
modo possibile ipotizzare che la loro attivita biologica possa essere dovuta a composti di

natura terpenica che comungque caratterizzano in modo specifico I'olio essenziale.

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di O. micranthum & stata fatta a partire dalle foglie
fresche della pianta tramite distillazione in corrente di vapore, utilizzando parametri
ottimizzati da una curva di distillazione per avere la massima resa quantitativa e
gualitativa. Per cio che riguarda poi la caratterizzazione chimica dei singoli componenti, &
stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC-FID) e gascromatografia associata a
spettrometria di massa (GC-MS), individuando 24 diversi composti per un totale del
97.66% di campione.

Come si nota dalla tabella che segue, i composti presenti con maggior abbondanza sono
I'eugenolo (27.74%), il B-cariofillene (17.18%), il biciclogermacrene (14.35%), il cis-
ocimene (9.17%) e I'1,8-cineolo (6.51%). Da precedenti studi condotti sempre nei nostri
laboratori su altri campioni di O. micranthum sempre provenienti dall’Ecuador la
caratterizzazione chimica ha messo in luce alcune differenze, confermando la variabilita
che si riscontra tra oli essenziali estratti alle medesime condizioni in campioni della stessa

specie dove giocano un ruolo importante le condizioni climatiche e la variabilita genetica
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intraspecifica. Nella precedente analisi il composto maggioritario € risultato essere
sempre I'eugenolo ma con maggior abbondanza (46.55%), seguito anche in questo caso
dal B-cariofillene (11.94%), poi dal B-elemene (9.06%), molto pil rappresentato rispetto al
campione preso in esame in questa tesi (1.22%). Confrontabile la presenza di 1,8-cineolo
(5.35%) mentre pil scarsi il biciclogermacrene ed il cis-ocimene, presenti rispettivamente
al 2.90% e 2.69% (Sacchetti et al., 2004).

Da studi in letteratura emerge anche una forte presenza di y-elemene isomero che non
compare nell’olio essenziale da noi studiato. In questi studi si sono confrontati gli oli
essenziali ottenuti da parti diverse della stessa pianta per evidenziare le differenze di
composizione che ci sono. Elencando i composti presenti in quantita superiore al 10%,
nelle foglie sono stati riscontrati eugenolo (20.50%); 1,8-cineolo (20.02%); B-cariofillene
(19.26%) e y-elemene isomero (14.44%), nei fiori y-elemene isomero (36.83%); B-
cariofillene (18.93%) e B-selinene (14.03%) ed infine, nel fusto y-elemene isomero
(28.16%); B-cariofillene (20.51%); B-selinene (11.89%) e 1,8-cineolo (10.89%). Questo
mostra come la composizione possa variare considerevolmente a seconda della parte

della pianta utilizzata (Charles et al., 1990).
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Composizione dell’olio essenziale di O. micranthum

Nome del composto Area% Kl

eugenolo 27.74 1362

B-cariofillene 17.18 1410

biciclogermacrene 14.35 1491

cis-ocimene 9.17 1033

1,8-cineolo 6.51 1028

germacrene A 4.55 1499

a-cariofillene 3.51 1450

germacrene B 2.63 1558 & cmiaRlare
linalolo 2.42 1100
allo-aromadendrene 1.41 1456

B-selinene 1.33 1485

spatulenolo 1.29 1577

B-elemene 1.22 1389 DIEE RN
B-pinene 0.82 973

germacrene D 0.67 1476 NF
trans-ocimene 0.61 1041

a-pinene 0.40 929

a-terpineolo 0.35 1192 ds:'j:ene CHa
trans-a-bergamotene 0.32 1432

B-mircene 0.30 987

limonene 0.25 1025

borneolo 0.25 1167

sabinene 0.20 968

6-elemene 0.18 1340

Totale 97.66
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Ocotea cernua (Nees) Mez.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Ordine: Laurales Oreodaphne marowynensis Miq.
Famiglia: Lauraceae Oreodaphne cernua Nees.

Genere: Ocotea Ocotea bangii Mez & Rusby ex Rusby.
Specie: O. cernua (Nees) Mez. Ocotea caudata (Nees) Mez

Nomi comuni:
Cayenne Rosewood

Fonte immagine di sinistra: http://www.tropicos.org/Image/100131486
Fonte immagine di destra: http://www.tropicos.org/Image/100461105

Ocotea cernua fa parte delle Lauraceae, una famiglia distribuita nelle regioni tropicali — e
quindi diffusa in Ecuador —, subtropicali e temperate e comprende quasi esclusivamente
alberi o arbusti sempreverdi e aromatici. | fiori, piuttosto piccoli, generalmente sono
riuniti in infiorescenze ascellari che possono essere unisessuali ed hanno colorazione
verdastra, giallastra o bianca. Il frutto & solitamente una bacca monosperma o una drupa
(Maugini et al., 2014). La specie O. cernua ha una distribuzione piuttosto ampia che va dal
Messico alla Bolivia e sud del Brasile (van der Werff, 2001) e vive ad altitudini che vanno
da pochi metri sopra il livello del mare fino a 1500 metri. Si tratta di un grande arbusto
sempreverde o piccolo albero, con un’altezza che generalmente varia dai 5 ai 10 metri
con campioni sporadici che possono arrivare fino a 20 metri. Si tratta di una specie dioica.
Infatti, per la produzione di semi sono richieste sia la pianta maschile che quella

femminile. Solitamente e glabra ma talvolta presenta peluria nei giovani steli. Ha piccioli
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della lunghezza di 8-20 mm con foglie ellittiche e oblungo-ellittiche. | fiori sono di colore
bianco crema, unisessuali, dalla fragranza di pesca e fioriscono generalmente tra febbraio
e marzo, mentre i frutti maturano principalmente in agosto e settembre (“Ocotea cernua

- Useful Tropical Plants”, “Ocotea cernua, flora of Barro Colorado Island” 2016).

USI TRADIZIONALI

L'uso tradizionale principale di O. cernua riguarda ¢ legato alla sua forte aromaticita per la
presenza nell’'olio essenziale di composti quali miristaldeide, cineale, terpinolo e diversi
altri sesquiterpeni (“Ocotea cernua - Useful Tropical Plants”). Gli usi etnomedici si
riferiscono all'impiego dei semi macinati usati tal quali o in decotto per trattare problemi
gastrici o disturbi gastrointestinali in genere. Trova impieghi piu recenti e meno
tradizionali in prodotti cosmetici anti eta, per la presenza di canfora e safrolo, o in alcune

bevande aromatizzate ad uso estemporaneo (“GREEN PARADISE”, vedi sitografia).

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

O. cernua € una pianta ancora poco studiata. In letteratura non si trovano dati esaurienti
di caratterizzazione chimica di suoi estratti, ma soltanto alcuni limitati cenni riguardanti la
presenza di miristaldeide, terpinolo, canfora e safrolo. Per cid che riguarda Ia
miristaldeide, & una sostanza che trova diverse applicazioni prevalentemente con finalita
di aromatizzazione, ad esempio in campo alimentare in prodotti surgelati caseari,
bevande, prodotti da forno e gelatine; viene utilizzata anche come additivo del tabacco
nelle sigarette per conferire un aroma caratteristico (“Myristaldehyde - Tobacco
Products”). Il terpineolo viene invece usato per le sue proprieta espettoranti, ed in
profumeria per il suo caratteristico profumo di giacinto.

La canfora e usata in profumeria per la sua fragranza caratteristica che conferisce
maggiore incisivita al bouquet, come ingrediente in cucina; in India & usata nelle
cerimonie religiose; in generale tra gli usi piu frequenti vi & quello topico poiché viene
assorbita velocemente attraverso la pelle e produce una sensazione di raffreddamento
simile a quella del mentolo, determinando una leggera attivita anestetica locale. Infine, il
safrolo, presente in diverse spezie, tra cui il pepe nero, che ad alti dosaggi risulta tossico e

cancerogeno per I'uomo (National Toxicology Program, 2011).
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ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di O. cernua € avvenuta mediante distillazione in corrente
di vapore, come previsto dalla farmacopea, dove i parametri di distillazione sono stati
ottimizzati per ottenere la miglior resa quantitativa e qualitativa possibile.
Successivamente si €& passati alla sua caratterizzazione chimica mediante gas
cromatografia (GC-FID) e gas cromatografia-spettrometria di massa (GC-MS). Sono stati
rivelati 49 composti pari al 97.93% dell’olio. Come elencato nella tabella che segue, tra
guesti composti quelli presenti in quantita piu significativa risultano essere: B-cariofillene
(29.99%), B-pinene (12.03%), biciclogermacrene (11.52%) e germacrene D (4.82%). Dai
risultati ottenuti e dal confronto con quanto — seppur limitatamente — e riportato in
letteratura appare curioso il fatto che nel nostro campione non siano stati rilevati i
composti terpenici miristaldeide, terpinolo, canfora e safrolo, nonostante la distillazione
in corrente di vapore risulti tra le metodiche elettive per la loro estrazione. Le spiegazioni
a questa evidente disparita dei nostri risultati rispetto alla letteratura possono essere
legate da un lato alla limitata caratterizzazione chimica al momento nota, dall’altro alla
notevole chemodiversita che caratterizza gli oli essenziali, in ragione sia della famiglia
botanica che si distingue per questa particolarita, sia piu in generale in ragione della
differente collocazione geografica delle specie studiate (Guerrini et al. 2011). In ogni caso,
attualmente non esistono altri studi con una caratterizzazione chimica puntuale di questo
olio essenziale paragonabili a quello qui presentato. Questo se da un lato non rende
possibile il confronto piu approfondito con altre fonti bibliografiche, dall’altro valorizza lo

studio condotto su questa pianta per la sua originalita.
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Composizione dell’olio essenziale di O. cernua

Nome del composto Area% Kl

B-cariofillene 29.99 1410

B-pinene 12.03 973
biciclogermacrene 11.52 1490

a-pinene 6.82 929 bcariofillene L
germacrene D 4.82 1476
spatulenolo 3.84 1576
a-cariofillene 3.69 1450

6-cadinene 2.53 1514

cariofillene ossido 2.14 1580 '
5-elemene 1.87 1332 Fomene
B-elemene 1.71 1388

a-copaene 1.38 1376

globulolo 1.1 1584
B-cubebene 1.07 1386

limonene 0.94 1024 N
a-cubebene 0.86 1351 SR
B-bourbonene 0.86 1381

y-amorfene 0.77 1485

cubebolo 0.72 1511

guaiolo 0.56 1596 G
trans-calamenene 0.51 1518
1-epi-cubenolo 0.51 1629 a-pinene
cubenolo 0.46 1645

a-cadinolo 0.46 1658
aromadendrene 0.45 1431
y-muurolene 0.43 1472
allo-aromadendrene 0.37 1454
cariofilla-4(14),8(15)-dien-5.a-olo 0.37 1640

y-cadinene 0.36 1507

viridiflorolo 0.35 1593

sabinene 0.34 968
cis-muurola-3,5-diene 0.33 1444
trans-cadina-1(6),4-diene 0.32 1468
a-muurolene 0.32 1494

mircene 0.31 987
allo-aromadendrene epossido 0.30 1635
trans-cadina-1(2),4-diene 0.27 1529
germacrene B 0.26 1556

B-copaene 0.24 1423

y-elemene 0.21 1426
o-muurololo 0.18 1650

elemolo 0.17 1548

t-cadinolo 0.17 1646
a-bisabololo 0.17 1690

canfene 0.16 944

valencene 0.14 1483
B-fellandrene 0.13 1025

elemene isomero 0.13 1382

Totale 97.93
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Ocotea quixos (Lam.) Kosterm

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi: Laurus quixos Lam.

Ordine: Laurales Nectandra cinnamomoides (Kunth) Nees.
Famiglia: Lauraceae

Genere: Ocotea Nomi comuni: ishpingo, flor de canela,
Specie: O. quixos (Lam.) Kosterm ecuadorian cinnamon

Fonte immagine di sinistra: http://lgr.ups.edu.ec/documents/1317427/1369624/01aceite_foliar7.pdf
Fonte immagine di destra: foto di Alessandro Grandini

O. quixos & una pianta arborea sempreverde di medie dimensioni della famiglia delle
Lauracee, originaria dell’Ecuador e della Colombia. Ha la corteccia di colore generalmente
biancastro o giallo, mentre le foglie sono semplici ed alternate, alcune sono opposte, con
margine intero o in occasione lobato, con apice acuminato e base a cuneo. Fiorisce ogni
due anni e presenta infiorescenze che possono essere racemose, ombrellate o a racemo
composto e di petali sono generalmente 6 con colori che variano dal verde al giallo fino al
bianco. Caratteristico di queste infiorescenze ¢ il calice lignificato, di grandi dimensioni,
chiamato localmente “Ishpingo”, che rimarra poi anche nel frutto.

Il nome scientifico Ocotea quixos Lam. ed il suo sinonimo Nectandra cinnamomoides Nees
fanno riferimento rispettivamente a Quijos, una valle situata nei pressi della capitale
equadoregna di Quito ed al caratteristico odore che ricorda quello della cannella (Naranjo
et al., 1981). Questa fragranza caratteristica € dovuta principalmente alla forte presenza
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di cinnamaldeide e, in maniera piu marginale, alla presenza di o-metossicinnamaldeide,
acido cinnamico e metil cinnammato presenti nel calice dei frutti. Questo in contrasto con
I’1-nitro-2-feniletano responsabile dell’'odore di cannella della corteccia e foglie di Aniba
canelilla (H.B.K.) Mez ed Ocotea pretiosa (Nees) Mez; da notare che tutte tre queste
specie fanno parte della famiglia delle Lauracee (Naranjo et al., 1981).

Il genere Ocotea & distribuito principalmente nelle regioni tropicali e subtropicali. Alcune
specie di questo genere come O. puberula e O. quixosstesso sono state descritte in
letteratura per le loro attivita antibatteriche. O. macrophylla ha mostrato attivita

antinflammatoria inibendo COX-1, COX-2 e LOX-5 (Costa et al., 2015).

USI TRADIZIONALI

O. quixos ha proprieta aromatiche note gia in epoca incaica, dai quali era considerato sia
medicinale che spezia (Naranjo, 1969). Il calice delle infiorescenze, Ishpingo, & utilizzato
tradizionalmente dalla popolazione indigena amazzonica come spezia, fresco o essiccato,
intero o triturato. Lo troviamo in bevande e infusioni e alimenti come aromatizzante ed e
apprezzato come eupeptico, disinfettante ed anestetico locale. Utilizzato anche nella
preparazione di alcune bevande alcoliche tradizionali come la alajua e la mazamorra
morada (Naranjo et al., 1981) oppure come ingrediente essenziale per altre bevande quali

la colada morada che da tradizione si consuma durante in Giorno dei Morti (Ulloa, 2006).

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

0. quixos & stata di recente studiata per diverse proprieta biologiche che possiede, una
fra queste & I'attivita antinfiammatoria. E stato dimostrato infatti sia in vtro che in vivo
che I'olio essenziale di O. quixos ottenuto dai calici floreali induce rilascio di ossido nitrico
in macrofagi LPS-indotti J774 a concentrazioni non tossiche, inibisce I'espressione di COX-
2 e fa aumentare la produzione di cAMP in cellule forscolin-indotte. In modello murino,
inoltre, si & dimostrato in grado di ridurre la presenza di edema senza danneggiare la
mucosa gastrica. Dall’analisi dei singoli composti maggiormente presenti nell’olio
essenziale si & dimostrato che l'attivita antinfiammatoria deriva quasi completamente
dalla trans-cinnamaldeide, gia nota in letteratura per questa sua attivita. Si & escluso

invece un effetto dovuto al metilcinnammato (Ballabeni et al., 2010). Altri studi hanno
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mostrato una capacita antiaggregante e antitrombotica dell’olio essenziale di O. quixos. In
vitro si & dimostrata la capacita di inibire I'aggregazione piastrinica in seguito a
stimolazione con acido arachidonico, collagene ed altri fattori pro-aggreganti ed anche di
ridurre la formazione di trombi in plasma umano e murino. Da test in vivo su topi la
somministrazione orale di questo olio essenziale ha mostrato la capacita di prevenire
trombosi a seguito di induzione per iniezione intravenosa di collagene-epinefrina.
Quest’azione antitrombotica, inoltre, non € accompagnata da effetti pro-emorragici
(Ballabeni et al., 2007).

Da studi di attivita antibatterica eseguiti sull’olio essenziale estratto dalle foglie € emersa
una forte attivita contro due ceppi di Streptococcus sp, con una minima concentrazione

inibente (MIC) < 500 pug/mL (Noriega e Dacarro, 2008).

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

Come per gli altri oli essenziali, I'estrazione dell’'olio essenziale di O. quixos € avvenuta
tramite distillazione in corrente di vapore utilizzando parametri ottimizzati per avere la
massima resa quantitativa e qualitativa. Per cido che riguarda poi la caratterizzazione
chimica dei singoli componenti & stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC) e
gascromatografia associata a spettrometria di massa (GC-MS).

L'olio essenziale di O. quixos e studiato nei nostri laboratori gia da prima dell’inizio del
mio periodo di dottorato. Inizialmente e stato considerato I'olio essenziale estratto dai
calici floreali, essendo essa la parte piu comunemente utilizzata negli usi tradizionali. |
prodotti principali rilevati dalla sua caratterizzazione sono la trans-cinnamaldeide
(27.91%), I'acido cinnammico metil estere (21.65%), I'1,8-cineolo e il limonene (8.09%) su
un totale di 44 prodotti identificati (Bruni et al., 2004). Piu recentemente si & deciso di
studiare anche I'olio essenziale estratto dalle foglie, mostratosi un efficace antibatterico.
Dalle prime analisi condotte i principali composti sono risultati essere il B-cariofillene
(15.1%), il cinnamil acetato (11.4%) e il sabinene (7.6%). Da citare anche un 5.1% di
cinnamaldeide che, assieme al cinnamil acetato, & principale responsabile della fragranza
caratteristica di questo fitocomplesso (Sacchetti et al., 2006). Vista I’efficacia antibatterica
mostrata verso ceppi patogeni per 'uomo (Sacchetti et al., 2006; Noriega e Dacarro,
2008), in questo studio di dottorato & stato considerato I'olio essenziale proveniente da
un campione di foglie di O. quixos. A sottolineare ancora una volta la variabilita che si puo

riscontrare all'interno di campioni diversi di una stessa specie si pud osservare dalla
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tabella che segue come sia differente la composizione chimica riscontrata rispetto a
guella precedentemente citata. Sono stati identificati 50 diversi composti per un
ammontare del 96.41% sul totale. Il composto maggioritario € la trans-cinnamaldeide
(16.62%), presente solo al 5.1% nel campione precedentemente studiato. Seguono il
trans-metil isoeugenolo (11.94%), non rilevato invece nel precedente campione, il B-
cariofillene (10.59%), composto maggioritario nell’olio essenziale citato in precedenza.

Non rilevato il cinnamil acetato e presente solo al 2.10% il sabinene.
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Composizione dell’olio essenziale di O. quixos

Nome del composto Area% Kl

trans-cinnamaldeide 16.62 1270

trans-metil isoeugenolo 11.94 1498 N
B-cariofillene 10.59 1410 No
a_pinene 9.39 929 trans-cinnamaldeide
cariofillene ossido 7.10 1582

B-pinene 6.06 973

o-copaene 3.22 1376 He” s
metil cinnamato 3.18 1387 HZC\:]:)/\/
biciclogermacrene 2.14 1491

sabinene 210 968 trans-metil isoeugenolo
cariofilla-4(14),8(15)-dien-5-aolo 1.84 1640

a-cariofillene 1.76 1450

trans-cinnamil acetato 1.69 1449

6-cadinene 1.59 1514

limonene 1.40 1025 b-cariofilens
guaiolo 1.33 1597

benzil benzoato 1.25 1774

benzaldeide 1.05 959

valerianolo 1.03 1659 e
4-terpineolo 0.70 1175

1-epi-cubenolo 0.63 1630 a-pinene
trans-y-bisabolene 0.57 1526

a-calacorene 0.56 1540

umulene 1,2-epossido 0.54 1610

y-terpinene 0.53 1053

canfene 0.51 945

spatulenolo 0.49 1577

1,8-cineolo 0.44 1028

6-cubebene 0.44 1352

trans-calamenene 0.43 1520

linalolo 0.40 1100

B-mircene 0.36 987

germacrene D 0.36 1476

cubenolo 0.34 1645

a-terpinene 0.33 1014

o-terpineolo 0.32 1192
cis-cadina-1(6),4-diene 0.32 1470

a-tuiene 0.30 922

benzenepropanale 0.28 1159
trans-muurola-4(14),5-diene 0.27 1487

trans-B-farnesene 0.26 1455
trans-cadina-1(2)-4-diene 0.24 1531

a-bisabololo 0.23 1686

p-cimene 0.22 1021

cis-o-bisabolene 0.22 1506

cis-cinnamaldeide 0.18 1215

y-muurolene 0.17 1473

y-cadinene 0.17 1507

terpinolene 0.16 1082

a-muurololo 0.16 1645

Totale 96.41
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Piper carpunya Ruiz & Pav.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Ordine: Piperales Schilleria carpunya (R. & P.) Kunth
Famiglia: Piperaceae Piper subdurum Trel.

Genere: Piper Ottonia carpunya (R. & P.) Migq.
Specie: P.carpunya Ruiz & Pav. Carpupica odorata Rafin.

Carpunya peruviana Pres|

Nomi comuni:
guaviduca

Fonte immagine di sinistra: http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Piper&mobile=1
Fonte immagine di destra: http://caterpillars.myspecies.info/taxonomy/term/18035/media

P. carpunya, noto comunemente in Ecuador col nome di “guaviduca”, fa parte della
famiglia delle Piperaceae, una famiglia distribuita nelle regioni tropicali di entrambi gli
emisferi che comprende piante erbacee e piante legnose. Il fusto presenta i fasci vascolari
organizzati in piu anelli o distribuiti come nelle Monocotiledoni. Le foglie sono semplici ed
in genere alterne. | fiori, nudi, sono riuniti in dense spighe ascellari. Il frutto e
rappresentato da una bacca o una drupa. La famiglia delle piperaceae comprende 13
generi, tra cui il piu noto & il genere Piper, dove la specie Piper nigrum rappresenta una
delle piu antiche droghe utilizzate in India, dai Greci e dai Romani in Europa. La droga e

normalmente costituita dai frutti e, a seconda della preparazione, si possono ottenere 3
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diverse spezie di grande importanza commerciale: il pepe nero, il pepe bianco ed il pepe
verde (Maugini et al., 2014).

P. carpunya é distribuito in varie zone dell’America Latina e lo si trova a maggior densita
in Perl, Ecuador, Colombia e Costa Rica (“Tropicos | Piper carpunya Ruiz & Pav.”).
Predilige suoli argilloso-sabbiosi e altitudini tra i 1000 e 2000 m. E una pianta arborea
dell’altezza media di due o tre metri, dal fusto nodoso del diametro di circa tre centimetri.
La corteccia del tronco e verdastra, dello stesso colore dei rami giovani mentre, se
sezionata, all'interno si presenta marrone e rilascia un forte odore dolciastro molto
gradevole. Le foglie sono semplici, alterne, dall’apice accuminato e la base acuta di colore
verde scuro. | fiori si presentano in infiorescenze di colore che va dal bianco al verde della
lunghezza di 7-11 cm e dal diametro di 3 mm. A differenza delle altre specie di Piper, P.
carpunya e utilizzato oltre che per i frutti anche per le sue foglie — prevalentemente in
decotto e in infuso, o tal quali - sulle quali si & appunto concentrata la nostra attenzione

per lo studio dell’olio essenziale.

USI TRADIZIONALI

Le foglie di P. carpunya sono ampiamente utilizzate nella medicina tradizionale dei Paesi
del Sud America come antinflammatorio, rimedio antiulcera, antidiarroico,
antiparassitario e per alleviare irritazioni cutanee (Diaz and Dorado, 1986). L'infuso
preparato con le foglie & anche usato come bevanda aromatica e per trattare disturbi

gastrointestinali.

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

P. carpunya € una pianta studiata gia da tempo ed esistono diversi dati di letteratura che
ne riportano la caratterizzazione chimica sia dell’olio essenziale che di estratti con vari
solventi organici (Calle and Ferreira, 1973; Diaz and Dorado, 1986; Quilez et al., 2010;
Vargas et al., 2004).

Diversi studi di attivita biologica sono stati condotti a partire dalle conoscenze della
medicina tradizionale per verificarne I'effettiva efficacia. Ad esempio le proprieta
antinfiammatorie sono state confermate su modello animale da esperimenti condotti su

ratti in cui si € mostrato come gli estratti di P. carpunya — idroalcolici e olio essenziale —
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fossero in grado di ridurre la comparsa di edema nelle zampe indotto da carragenina (de
las Heras et al., 1998). Anche l'attivita gastroprotettiva & stata dimostrata in esperimenti
su ratti, contrastando linsorgenza di ulcere dovute alla somministrazione di
antiinflammatori non steroidei (Trabadela et al., 2008). Altri studi recenti hanno
verificato, col tentativo di chiarire il meccanismo d’azione, sia I'attivita antinflammatoria
che quella gastroprotettiva su diverse frazioni di estratti etanolici di P. carpunya, nonché
I’attivita antibatterica contro Helicobacter pylori (Quilez et al., 2010).

Studi di caratterizzazione fitochimica dell’olio essenziale hanno identificato il safrolo
come composto maggioritario, presente al 14.9% nelle foglie e al 32.0% nelle sommita
(Vargas et al., 2004). Questa sostanza si trova in piccole quantita anche in altre piante ad
uso alimentare, ad esempio sempre nel genere Piper la si ritrova in P. nigrum nella
preparazione del pepe nero. A quantita elevate & pero considerata tossica per 'uomo e
ne e stato dimostrato anche un potenziale effetto cancerogeno (National Toxicology

Program, 2011).

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di P. carpunya € avvenuta tramite distillazione in corrente
di vapore delle foglie, utilizzando parametri ottimizzati per avere la massima resa
guantitativa e qualitativa. Per cio che riguarda poi la caratterizzazione chimica dei singoli
componenti e stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC) e gascromatografia
associata a spettrometria di massa (GC-MS). Sono stati identificati 42 composti per un
totale del 95.62% sul totale del fitocomplesso. Come mostrato nella tabella che segue, i
composti maggiormente presenti sono risultati essere rispettivamente il piperitone
(26.22%), il limonene (9.48%), I'elemicina (7.22%) ed il B-fellandrene (5.62%). Nella
caratterizzazione chimica dell’olio essenziale derivato da foglie eseguita dal gruppo di
ricerca di Vagras (2004) e stata riscontrata una composizione totalmente differente, dove
i composti presenti ad una percentuale superiore al 5% sono nell’ordine: safrolo (14.9%),
1,8-cineolo (13.0%), a-terpinene (12.1%), p-cimene (10.9%), spatulenolo (9.8%) e
biciclogermacrene (6.7%). Nella caratterizzazione eseguita nei nostri laboratori il safrolo
era presente soltanto al 2.19%. Le differenze riscontrate derivano molto probabilmente
dalle condizioni ambientali che differentemente hanno influenzato la qualita dei due oli

essenziali esaminati e in parte probabilmente a variabilita genetica intraspecifica.
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Composizione dell’olio essenziale di P. carpunya

Nome del composto Area Kl

piperitone 26.22 1250 CHa
limonene 9.48 1023

elemicina 7.22 1551

B-fellandrene 5.62 1024 Siperitone ©
metileugenolo 4.52 1401 HBC/CQCHs
1,8-cineolo 3.99 1026

o-terpinene 3.90 1012 CHs
p-cimene 3.38 1019 H30~C>—<
a-pinene 3.37 927 limonene cH:
y-terpinene 3.00 1051

3-tuien-2-olo 2.40 1168 O OCHs
safrolo 2.19 1283

p-cimen-7-ol acetato 1.53 1422 HsCO o
linalolo 1.47 1099 Flemicne

mircene 1.44 985 HC__-CHs
germacrene D 1.36 1474

sabinene 1.34 965

a-terpinil acetato 1.33 1354

a-terpinen-7-ale 1.28 1279 brisllagirsne S
biciclogermacrene 1.18 1488

B-pinene 1.14 970

a-fellandrene 1.05 1003

timolo 0.90 1293

eugenolo 0.85 1361

carvacrolo 0.65 1300

spatulenolo 0.65 1574

neoisodiidrocarveolo 0.59 1233

globulolo 0.48 1583

a-copaene 0.38 1374

cumin aldeide 0.29 1237

1,3,8-p-mentatriene 0.26 1109

B-cariofillene 0.26 1408

6-3-carene 0.25 1004

terpinen-4-olo 0.25 1174

6-2-carene 0.24 995

trans-ocimene 0.24 1041

trans-nerolidolo 0.19 1561

cis-sabinene idrato 0.18 1065

o-tuiene 0.17 920

B-elemene 0.15 1387

B-longipinene 0.15 1397

viridiflorolo 0.11 1592

Totale 95.62
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Schinus molle L.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Sottoclasse: rosids Schinus huygan Molina.

Ordine: Sapindales

Famiglia: Anacardiaceae Nomi comuni:

Genere: Schinus falso pepe, pepe Peruviano, American
Specie: S. molle L. pepper, escobilla, molle del Peru

Fonte immagine di sinistra: https://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=scmo_004_ahp.tif
Fonte immagine di destra: http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=schin_001_ahp.tif

Schinus molle appartiene alla famiglia delle Anacardiaceae. E un genere distribuito
prevalentemente nelle regioni tropicali — e quindi diffuso largamente in Ecuador —, ma di
esso alcune specie raggiungono anche i climi temperati. Comprende piante legnose con
foglie usualmente alterne, generalmente pennato-composte o trifogliate. Esse
presentano canali resiniferi che contengono composti fenolici e sono ricchi di tannini.
Possiedono fiori attinomorfi ermafroditi o unisessuali riuniti in infiorescenze, mentre i
frutti sono generalmente drupacei (Maugini et al., 2014).

S. molle & un albero sempreverde dioico di media taglia che raggiunge all’incirca 8 m di
altezza. E originario degli altopiani del Cile, Ecuador sud orientale, Perti e Bolivia ma ora &
diffuso in gran parte del pianeta data la sua elevata capacita di adattamento. Il tronco
puo raggiungere un diametro di 40 cm e la corteccia, quando fessurata, lascia fuoriuscire
un lattice colloso. Possiede foglie e rami penduli e le foglie composte hanno lunghezza di
circa 25 cm, costituite da numerose foglioline lineari-lanceolate con margine seghettato.

A fioritura si sviluppano piccoli fiori organizzati in infiorescenze a pannocchia molto
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ramificate. | frutti, infine, hanno un diametro di 7-10 mm (“Schinus Molle,” Encyclopedia

of Life).

USI TRADIZIONALI

S. molle e largamente impiegato dalla medicina tradizionale. Viene ad esempio usato
come antibatterico, antivirale, antisettico a livello topico, astringente, digestivo, lassativo,
diuretico, antireumatico, contro i dolori ai denti, per la cura di ferite, come rimedio a
disordini mestruali, stimolante ed antidepressivo e contro infezioni polmonari e alle vie
urinarie (Ferrero et al., 2007). Altri utilizzi etnomedici prevedono I'impiego di S. molle
come antiemorragico, stimolante per il ciclo mestruale, cardiotonico, antidepressivo,
tonico e stimolante (Machado et al., 2007). Esso trova anche un utilizzo in cucina, usato
come spezia, le sue bacche hanno infatti un aroma molto simile a quello del pepe. Anche
per questo, oltre che per la forma, viene chiamato comunemente “pepe rosa” (o falso
pepe). In campo alimentare puo essere consumate solo in modica quantita poiché
contiene sostanze che se ingerite in grosse quantita hanno un effetto tossico. Grazie alla
gradevole fragranza, il frutto € usato anche per preparare sciroppi o bevande aromatiche
(Taylor, 2005). Una specialita culinaria in cui viene utilizzato & la creola, una miscela di
pepe bianco, pepe nero, pepe verde, pepe rosa e pimento. Infine, S. molle viene anche

utilizzato come pianta ornamentale, come arredo urbano e lungo i viali e nei parchi.

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

S. molle & una pianta piuttosto studiata, visto il suo ampio utilizzo in campo etnomedico e
culinario e vista la sua larga diffusione. Sono stati studiati fitocomplessi ottenuti da
differenti parti della pianta, come foglie, frutti, corteccia, fiori, mediante diverse
metodologie estrattive, dall’utilizzo di diversi solventi organici, a quello di fluidi
supercritici e alla distillazione in corrente di vapore per ottenere oli essenziali.

Partendo proprio dalle informazioni ethomediche, recenti studi hanno dimostrato in
modello murino un effetto antidepressivo di estratti in esano delle foglie di S. molle
tramite test di sospensione della coda. Questi estratti avevano effetti comuni a quelli dei

farmaci utilizzati come controlli e si € dimostrato un possibile meccanismo d’azione che
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prevede interazioni col sistema serotoninergico, noradrenergico e dopaminergico
(Machado et al., 2007).

Estratti etanolici del frutto di S. molle si sono dimostrati ottimi per la lotta contro
numerosi insetti parassiti delle le piante, quindi sono stati investiti diversi studi per
saggiarne anche la sicurezza per i mammiferi erbivori e per 'uomo. Ad esempio studi
condotti su ratti hanno analizzato potenziali effetti tossici sia in fase acuta
(somministrandone 2 g/Kg di peso corporeo), sia in fase subacuta (1 g/Kg di peso
corporeo) osservando sia cambiamenti comportamentali che modifiche fisiologiche: gli
esiti di questi studi hanno mostrato soltanto un effetto stimolante, aumentando
I’eccitazione, sia in fase acuta che subacuta e qualche alterazione deambulatoria solo tra
gli effetti acuti. Non sono stati riscontrati cambiamenti morfologici a livello istologico. Allo
stato attuale delle conoscenze, gli estratti di S. molle studiati per una loro possibile
applicazione in agricoltura come sostanze fitoiatriche sono risultati sostanzialmente sicuri
rispetto al possibile impatto ambientale e sull’'uomo (Ferrero et al., 2007).

Altre ricerche hanno mostrato una moderata o forte attivita antiossidante di alcune
sostanze presenti negli estratti metanolici delle foglie, I'iperina, la 2-a-L-ramnopiranosil-
iperina e l'iperin 6'-O-gallato (Marzouk et al., 2006). Sempre estratti metanolici hanno
confermato anche |'effetto antimicrobico previsto dalla medicina tradizionale. Estratti di
foglie, fiori e corteccia di S. molle si sono mostrati efficaci su ceppi clinici e commerciali di
Staphylococcus aureus e diverse specie di Candidaspp., oltre che riconfermare I'attivita
antiossidante (Salazar-Aranda et al.,, 2011). L'olio essenziale ottenuto dalle foglie si e
mostrato efficace anche sui funghi filamentosi, ad esempio mostra una forte attivita
contro funghi responsabili di dermatomicosi negli animali (Cladiosporum sp.,
Epidermophyton floccosum, Fonsecaea pedrosi, Geotrichum candidum, Histoplasma
capsulatum, Micosporum sp., Nocardia sp., Phialophora jeanselmei, Sporotrichum
schenckii e Trichophyton sp.) o funghi che intaccano piante ed alimenti (Cladiosporum sp.,
Curvularia lunata e Fusarium moniliforme) (Dikshit et al., 1986).

Ricerche condotte su linee cellulari tumorali hanno evidenziato un effetto citotossico
dell’olio essenziale di S. molle, che induce apoptosi cellulare, indicandolo come un
possibile candidato per un’azione antitumorale (Diaz and Dorado, 1986). A conferma di
cio, altri studi pil recenti ne hanno mostrato I'efficacia su diverse linee cellulari tumorali,
in particolare quelle di carcinoma mammario e linee leucemiche dove si aveva un effetto

citotossico legato ad un meccanismo apoptotico (Diaz et al., 2008).
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Studi tossicologici condotti su ratti hanno mostrato che un prolungato contatto con
estratti in etanolo ed esano causa irritazione cutanea reversibile, che scompare dopo 48
ore, oltre a causare un effetto eccitatorio transitorio (Bras et al., 2011). Se gli estratti
venivano invece somministrati con la dieta (1 g/Kg di peso corporeo) per 90 giorni, si
osservava un calo della conta dei linfociti e dei livelli di colesterolo totale, mentre non si
avevano modificazioni morfologiche nei vari organi; questo suggeriva promettenti
prospettive d’uso di questi estratti nel trattamento di dislipidemie (Bras et al., 2010).
Ulteriori studi hanno mostrato una forte tossicita per gli estratti acquosi ed alcolici su un
insetto parassita delle piante quale Xanthogaleruca Iuteola, dato che sottolinea
ulteriormente le importanti potenzialita d’uso di questa specie anche nel contesto dei
trattamenti in agricoltura, oggi pil che mai alla ricerca di sostanze eco-compatibili, eco-

sostenibili e allo stesso tempo efficaci (Huerta et al., 2010).

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di S. molle € avvenuta tramite distillazione in corrente di
vapore utilizzando parametri ottimizzati per avere la massima resa quantitativa e
gualitativa. Per cio che riguarda poi la caratterizzazione chimica dei singoli componenti &
stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC-FID) e gascromatografia associata a
spettrometria di massa (GC-MS). Sono stati identificati 53 composti per un totale del
92.47% sul totale del fitocomplesso. Come mostrato nella tabella che segue, i composti
maggiormente presenti sono risultati essere rispettivamente I'a-fellandrene (13.62%), il
6-cadinene (9.95%), il limonene (6.51%), il B-fellandrene (5.90%) e I'a-cadinolo (5.62%).

In letteratura si trovano molti dati di caratterizzazione chimica dell’olio essenziale di foglie
di S. molle, in alcuni casi abbastanza sovrapponibili, in altri casi completamente differenti.
Spesso in questo olio essenziale e stato riscontrato un alto contenuto di mircene, a- e B-
fellandrene e limonene (Baser et al., 1997; Bendaoud et al., 2010; Bernhard et al., 1983;
Diaz et al., 2008; Hayouni et al., 2008; Huaman et al., 2004; Maffei and Chialva, 1990). In
controtendenza uno studio in cui il composto maggioritario risulta essere il p-cimene,
presente per ben il 69,39% sul totale (Abdel-Sattar et al., 2010). Infine, da uno studio
condotto su 11 diversi campioni di S. molle, provenienti da altrettante regioni del Brasile, i
composti principali sono risultati a- e B-pinene, limonene, B-cariofillene, germacrene D e

biciclogermacrene. Molto scarsa la presenza di B-fellandrene ed non rilevato I'a-
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fellandrene (Gomes et al., 2013). La composizione dell’'olio essenziale da noi studiato
risulta in linea con quanto riportato dalla maggior parte della letteratura in merito per
guanto riguarda il contenuto in a- e B-fellandrene e limonene, mentre il mircene risulta

presente in quantita piu ridotte (1.95%).
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Composizione dell’olio essenziale di S. molle

Nome del composto Area% Kl

o-fellandrene 13.62 1005 CH,
6-cadinene 9.95 1515 HyC @,,<
limonene 6.51 1025 e,
B-fellandrene 5.90 1026 afellandrene
a-cadinolo 5.62 1659

biciclogermacrene 3.78 1490

elemolo 3.47 1548

t-muurololo 3.13 1647

canfene 2.97 944

germacrene D 2.83 1476 H
eudesm-7(11)-en-4-olo 2.77 1697 _

B-cariofillene 2.67 1410 o-cadinene

p-cimene 2.49 1021

o -pinene 2.40 929 cHe
o-muurolene 2.33 1494 Hac

t-cadinolo 2.33 1645 < > \<
y-cadinene 2.02 1507 i onone o
mircene 1.95 987

y-eudesmolo 1.77 1634 HC_ _CH,
germacrene D-4-olo 1.58 1576

y-amorfene 1.00 1485

Viridiflorolo 0.97 1593

B-elemene 0.89 1388

a-cariofillene 0.83 1450 B-fellandrene "2
y-muurolene 0.78 1472

6-elemene 0.70 1333

Longifolene 0.60 1398

a-cadinene 0.51 1534

ledolo 0.50 1568

trans-cadina-1(6),4-diene 0.47 1469

a-tuiene 0.44 920

1-epi-cubenolo 0.38 1629

bornilacetato 0.36 1279

B-pinene 0.34 973

cis-muurola-4(14),5-diene 0.33 1457

globulolo 0.33 1585

allo-aromadendrene 0.32 1454

cis-muurola-3,5-diene 0.30 1444

trans-cadina-1(2),4-diene 0.29 1530

cis-B-guaiene 0.21 1483

o-muurololo 0.21 1650

zonarene 0.20 1519

1,10-6-epi-cubenolo 0.20 1615

a-copaene 0.15 1376

aromadendrene 0.14 1431

cubebolo 0.14 1511

B-calacorene 0.14 1562

o-calacorene 0.13 1539

y-eudesmolacetato 0.12 1774

terpinolene 0.11 1081

cariofillene ossido 0.11 1581

gleenolo 0.11 1586

o-terpinene 0.10 1014

Totale 92.47
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Tagetes minuta L.

DESCRIZIONE BOTANICO-FARMACOGNOSTICA:

Collocazione sistematica:

Phylum: Streptophyta Sinonimi:

Sottoclasse: asterids Tagetes bonariensis Pers.

Ordine: Asterales Tagetes glandulifera Schrank
Famiglia: Asteraceae Tagetes glandulosa Schrank ex Link
Sottofamiglia: Asteroideae Tagetes porophylla Vell.

Tribl: Tageteae Tagetes riojana M. Ferraro

Genere: Tagetes
Specie: T. minuta L. Nomi comuni:
Huacatay, wild marigold

Fonte immagine di sinistra: http://www.eol.org/data_objects/25797512
Fonte immagine di destra: http://www.eol.org/data_objects/32643934

Tagetes minuta € una pianta erbacea annuale appartenente alle Asteraceae (o
Compositae), la famiglia piu ricca tra le Angiosperme come numero di generi (circa 1600)
e di specie (circa 23000) distribuite in tutto il mondo. Questa famiglia € composta da
piante erbacee ed arbustive, molto raramente arboree. Le foglie, in genere alterne, sono
semplici, intere o dentate o spesso pennatosette. | fiori sono tipicamente riuniti in
capolini terminali o ascellari e possono essere tra loro molto differenti oppure molto
simili. In molte specie i fiori periferici, detti fiori del raggio, sono femminili o sterili,
mentre i fiori centrali, detti fiori del disco, sono ermafroditi. Il frutto € un achenio, spesso
sormontato da un organo di volo (pappo). La famiglia delle Asteraceae si suddivide in due
sottofamiglie, quella delle Asteroideae e quella delle Cichorioideae. Della prima uno dei

rappresentati piu noto a livello commerciale e la camomilla, distribuita in tutta Europa, la
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cui droga e rappresentata dai capolini, utilizzata principalmente in infusi come blando
sedativo (Maugini et al., 2014).

T. minuta, specie appartenente alla sottofamiglia delle Asteroideae, € originaria delle
praterie e zone montuose delle regioni meridionali del sud America (McVaugh, 1943, pp.
1853-1855), compresi Ecuador, Argentina, Cile, Bolivia, Peru, Paraguai e regione del
Chaco (Ariza Espinar, 1967; Herrera, 1948; Perkins, 1912; Reiche, 1903). Dopo la
conquista spagnola e stata introdotta in Europa (Jordano and Ocana, 1955), Asia
(Cherepanov, 1981), Africa (Hilliard, 1977), Madagascar (Humbert and others, 1923), India
(Raghavendra Rao, 1988), Australia (Webb and others, 1948) e Hawaii (Hosaka et al.,
1954). E una pianta erbacea di medie dimensioni, solitamente comprese tra 1 e 2 metri di
altezza. Ha foglie di un verde leggermente lucido, pennate. Sono inoltre lanceolate e
finemente dentate. Presenta poi piccoli fiori giallo-arancione e proprio da questi deriva il
termine “minuta”, date le loro minuscole dimensioni. | fiori sono riuniti in infiorescenze
avvolte in brattee (Meshkatalsadat et al., 2010). In fine, T. minuta & caratterizzata da una

forte fragranza dovuta alla presenza dell’olio essenziale.

USI TRADIZIONALI

T. minuta trova diversi utilizzi nella medicina tradizionale. A seconda del Paese i suoi usi
possono variare. In Argentina ed Ecuador ed esempio con le foglie viene preparato un
decotto per trattare disturbi gastrici ed intestinali (Zardini, 1984). T. minuta viene usata
anche come condimento soprattutto in Cile ed Argentina molto tipica in insalate di riso e
stufati, oppure e utilizzata nella preparazione di bevande rinfrescanti (Parodi, 1959). Sono
piuttosto diffuse anche coltivazioni ad uso commerciale, soprattutto per la preparazione
di profumi e per I'estrazione dell’olio essenziale, il “Tagete oil”, di cui il Brasile e il primo

produttore mondiale (Meshkatalsadat et al., 2010).

FITOCHIMICA, FARMACOLOGIA, TOSSICOLOGIA

T. minuta & una pianta studiata da tempo ed apprezzata per la sua gradevole fragranza.
Proprio per questo il tipo di estratto che solitamente viene preso in esame e l'olio
essenziale. Dai vari studi che sono stati condotti si nota che la sua composizione varia

molto a seconda delle condizioni climatiche, del periodo ontogenetico in cui viene
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prelevato il campione e dal chemotipo, ma la cosa che rimane comune & la massiccia
presenza di molecole odorose dalla piacevole fragranza, molto apprezzate dalle industrie
di profumi (Meshkatalsadat et al., 2010). L'olio essenziale presenta numerosi metaboliti
secondari, come monoterpeni aciclici, monociclici e biciclici, sesquiterpeni, flavonoidi,
tiofeni e molecole aromatiche, di cui sono state dimostrate attivita biologiche. Ad
esempio inibiscono lo sviluppo di numerosi microrganismi tra cui funghi filamentosi e
batteri patogeni per I'uomo, trematodi, nematodi e vermi cilindrici in generale. Funziona
da deterrente per numerosi insetti infestanti con diversi meccanismi d’azione
(Meshkatalsadat et al., 2010). L'olio essenziale & molto efficace come larvicida verso
Aedes aegypty (Green et al., 1991; Perich et al., 1995).

Non esistono studi medici dell’olio essenziale di T. minuta suluomo ma ne sono stati
condotti alcuni con altre piante del genere Tagetes, mostrando efficacia e risultando
sicuri per la salute (Meshkatalsadat et al., 2010). Di recente pero, da normative introdotte
dal Scientific Committee on Consumer safety, & stato imposto I'utilizzo di olio essenziale
di T. minuta in quantita inferiori allo 0.01% nei prodotti cosmetici e profumi, eccezion
fatta per prodotti a risciacquo come shampo e bagno schiuma, a causa della fototossicita
riscontrata. E invece totalmente escluso il suo utilizzo in prodotti solari ((SCCS) and

Coenraads, 2016).

ESTRAZIONE E CARATTERIZZAZIONE CHIMICA

L’estrazione dell’olio essenziale di T. minuta € avvenuta tramite distillazione in corrente di
vapore utilizzando parametri ottimizzati per avere la massima resa quantitativa e
gualitativa. Per cio che riguarda poi la caratterizzazione chimica dei singoli componenti &
stata sviluppata tramite gas cromatografia (GC-FID) e gascromatografia associata a
spettrometria di massa (GC-MS). Sono stati identificati 17 composti per un totale del
98.43% sul totale del fitocomplesso. Come mostrato nella tabella che segue, il composto
presente con netta abbondanza ¢ il cis-tagetone, presente ben al 62.19%, seguono il cis-
ocimene (20.70%) e il diidrotagetone (8.05%) che assieme al trans-tagetone (3.64%)
costituiscono quasi il 95% dell’intero fitocomplesso.

Come accennato in precedenza |'olio essenziale di T. minuta puo variare drasticamente in
composizione a seconda delle condizioni ambientali in cui si sviluppa la pianta, oltre che

per il periodo di sviluppo della pianta e per i fattori genetici. Da studi in cui sono stati
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paragonati campioni provenienti da diverse regioni del mondo sono stati identificati
alcuni composti che possono prevalere in concentrazione rispetto ad altri. In diversi casi il
composto maggioritario € il cis-B-ocimene soprattutto se si considerano i fiori come fonte
di estrazione, per quanto riguarda le foglie invece spesso prevale la presenza di
diidrotagetone. | vari tagetoni e tagetenoni si trovano in grande percentuale e possono
coesistere all'interno dello stesso olio essenziale. Il imonene & un altro composto che puo
presentarsi in maniera importante come anche il piperitone (Chalchat et al., 1995;
Héthélyi et al., 1986; Scrivanti et al., 2003; Zygadlo et al.,, 1994). Alcuni dei composti
maggiormente presenti appena descritti trovano un loro impiego industriale, in
particolare nella profumeria e in campo alimentare. Il limonene & usato per la sua
fragranza in prodotti artigianali e per la produzione di oli essenziali artificiali, il piperitone
e utile per la sisntesi di altre fragranze come ad esempio il mentolo e il timolo, i vari
tagetoni migliorano I'aroma di alimenti e bevande (Meshkatalsadat et al., 2010). Rispetto
alla caratterizzazione chimica, il nostro campione di olio essenziale risulta

sostanzialmente in linea con le descrizioni presenti in letteratura.

Composizione dell’olio essenziale di T. minuta

Nome del composto Area Kl

cis-tagetone 62.19 1150 LN
cis-ocimene 20.70 1032 P
Diidrotagetone 8.05 1047 cis-tagetone
trans-tagetone 3.64 1143

B-cariofillene 0.95 1409 NG
allo-ocimene 0.68 1125

acido butanoico, 2-metil-, etil estere 0.37 843 e NcH,
etil isovalerato 0.35 848 cis-ocimene
a-bisabolene 0.23 1503

Biciclogermacrene 0.21 1489 Hae Non
trans-ocimene 0.19 1042 cH: O chs
Epossiocimene 0.18 1128 diidrotagetone
a-cariofillene 0.17 1449

a-fellandrene 0.17 1004 |

borneolo 0.13 1167 ~
B-maaliene 0.11 1378 tra,,s,tagetoneo
cis-ocimenone 0.10 1231

Totale 98.43
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Sezione 2. Risultati e discussione dell’attivita biologica valutata in vitro di tutti gli oli
essenziali messi a confronto

Attivita antiossidante

L'attivita antiossidante & la capacita di contrastare il processo di ossidazione generato dai
radicali liberi, composti con uno piu elettroni spaiati, conosciuti per essere causa di
numerose malattie degenerative dovute a processi di mutagenesi, carcinogenesi, disturbi
cardiovascolari e invecchiamento (Singh and Singh, 2008). L’azione distruttiva dei radicali
liberi & indirizzata soprattutto verso le cellule, in particolare sui lipidi che formano le
membrane cellulari, sugli zuccheri e sui fosfati, sulle proteine, sugli enzimi e sul DNA dove
alterano le informazioni genetiche. | radicali liberi dell’ossigeno (ROS), come anche le
specie reattive dell’azoto (RNS), sono prodotti del normale metabolismo cellulare, ma
possono anche essere introdotti per via esogena. ROS e RNS giocano un duplice ruolo,
possono essere specie deleterie oppure avere un effetto benefico (Valko et al., 2006). Gli
effetti benefici dei radicali liberi dell’ossigeno si manifestano a basse concentrazioni e
coinvolgono ruoli fisiologici nella risposta cellulare, per esempio nella difesa contro agenti
infettivi, nella funzione di sistemi segnale e nell'induzione della risposta mutagenica.
L'effetto dannoso dei radicali liberi, responsabile di un potenziale danno biologico
definito stress ossidativo e stress nitrosattivo (Ridnour et al., 2005), si verifica quando da
un lato c’é una sovrapproduzione di ROS/RNS e dall’altro una deficienza di antiossidanti
enzimatici e non-enzimatici. Il bilancio tra gli effetti benefici e dannosi dei radicali liberi &
ottenuto mediante un processo chiamato “regolazione redox”, il quale e volto a
mantenere I'omeostasi redox (Droge, 2002). Gli antiossidanti sono composti che agiscono
neutralizzando i radicali liberi agendo su uno dei tre step del processo ossidativo, ossia
iniziazione, propagazione o terminazione (Cui et al.,, 2004). Gli antiossidanti sono
importanti anche dal punto di vista alimentare poiché si presentano naturalmente in
molti cibi, preservando o proteggendo dal danno ossidativo, evitando cambiamenti
deleteri e perdita del valore commerciale e nutrizionale. Esistono molti oli essenziali che
presentano un’attivita antiossidante, come I'olio essenziale di timo, origano, rosmarino,
basilico, bergamotto, cannella, chiodi di garofano, tea tree, melissa, menta, salvia e

cumino nero. Tale azione protettiva € esercitata da alcuni loro costituenti, tra cui timolo,
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carvacrolo, 1,8-cineolo, citrale, citronellale, terpinene, timochinone, agenti molto efficaci
nel neutralizzare i radicali liberi.

Gli antiossidanti possono essere classificati in base al loro meccanismo d’azione. Si
distinguono antiossidanti preventivi, in grado di inibire o contrastare la formazione dei
radicali anticipando il fenomeno ossidativo nella fase di “iniziazione”, e antiossidanti
“chain-breaking”, in grado di impedire la propagazione ad uno o piu livelli intrappolando i
radicali liberi che si formano durante la reazione di ossidazione. Gli antiossidanti
preventivi hanno il vantaggio di avere una velocita di reazione maggiore rispetto ai
radicali propagatori di catena con il loro substrato; originare dei radicali stabili e agire per
trasferimento di idrogeno oppure elettronico (Giovannini et al., 2006).

In seguito all’elevata importanza degli antiossidanti, risulta necessaria la presenza di
metodi atti alla loro rilevazione. Uno dei metodi piu utilizzati & il “DPPH assay”, messo a
punto da Blois (1958), con lo scopo di determinare I'attivita antiossidante considerando il
radicale libero stabilel,1-difenil-2-picril-idrazile (DPPH). Il saggio si basa sulla rilevazione
della capacita di neutralizzare il radicale DPPH da parte di eventuali composti
antiossidanti. Tale metodo e rapido, semplice, economico e ampiamente usato per
misurare |'abilita dei composti di agire come radicali liberi o donatori di idrogeno e si
presta all’esame sia di sostanze idrofile che lipofile (Prior et al., 2005). Per la valutazione
dell’attivita antiossidante degli oli essenziali presi in considerazione in questa tesi e stata
utilizzata una variante del metodo classico del “DPPH assay” che prevede I'utilizzo di
micropiastre da 96 pozzetti per un’analisi ancora piu rapida e piu precisa (Cheng et al.,
2006; Kedare and Singh, 2011).

Nella tabella che segue sono riportati i dati di attivita antiossidante degli oli essenziali sia
in termini di ICso (quantita di campione necessaria ad eliminare il 50% di DPPH radicale)
che in termini di millimoli equivalenti di trolox (acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-

2-carbossilico) per grammo di campione (TEAC).
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Olio essenziale ICso (ng/mL) mmol TE/g
Chenopodium ambrosioides 2663.6 4.31
Dacryodes peruviana 3348.8 3.43
Piper carpunya 159.8 71.88
Schinus molle 34641.4 0.34
Tagetes minuta 908.7 12.86
Cymbopogon citratus 4469.0 4.61
Ocimum micranthum 10.8 1386.01
Ocotea quixos 2373 4.80
Endlicheria klugii 56178.7 0.17
Ocotea cernua 37552.1 0.30
Thymus vulgaris 450.4 110.88
Timolo 3348.8 3.43
Trolox 11.5

*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%

Sono stati utilizzati tre diversi controlli positivi, il trolox, un forte antiossidante di sintesi,
I'olio essenziale di Thymus vulgaris (chemotipo timolo), noto in letteratura per la sua
forte attivita antiossidante, ed il timolo, componente maggioritario dell’olio essenziale di
timo. L'olio essenziale di O. micranthum é risultato il piu attivo in assoluto, evidenziando
un’attivita paragonabile a quella del trolox confermando altri studi condotti
precedentemente all'interno dei nostri laboratori (Sacchetti et al., 2004). Anche P.
carpunya ha mostrato una buona capacita antiossidante, oltre il doppio rispetto al
controllo di T. vulgaris, dato mai riportato in letteratura. Degno di nota & anche T. minuta,
il cui risultato & in linea con gli studi di Ruiz (2011), mentre risulta molto meno attivo
rispetto agli esperimenti condotti da Ali (2014) dove pero la composizione chimica
dell’olio essenziale € sensibilmente differente. Risultano molto interessanti i dati ottenuti
per O. micranthum, perché questa sua capacita di eliminare con tanta efficienza forme di
radicali liberi potrebbe essere utile ed efficiente anche per la protezione nelluomo nei
confronti di danni da stress ossidativo, rendendolo particolarmente interessante sia in

campo cosmetico che fitoterapico che nutraceutico.
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Attivita antimicrobica

Attivita antibatterica

L'attivita antimicrobica, valutata in vitro, varia da un microrganismo all’altro e da un olio
essenziale all’altro, ma & sempre dose-dipendente. L'efficacia degli oli essenziali nel
contrastare la proliferazione di microrganismi € direttamente proporzionale all’eventuale
tossicita (basso indice terapeutico) per cui & necessario avere una minima concentrazione
inibente (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) che sia piu bassa possibile per evitare
effetti collaterali. Il meccanismo d’azione degli oli essenziali nei riguardi dei microrganismi
€ complesso e ancora non e stato ben chiarito perché dipende da vari fattori, primo fra
tutti € ovviamente la composizione chimica e la eventuale sinergia d’azione tra i diversi
composti, poi dal tipo di microrganismi considerato, principalmente legato alla struttura
della loro parete cellulare.

A causa dell’elevato numero di componenti presenti negli oli essenziali (maggioritari o
anche presenti in piccole quantita), € molto probabile che la loro attivita antimicrobica
non sia dovuta ad un unico meccanismo, ma a diverse modalita di azione a livello
cellulare. L'idrofobicita consente agli oli essenziali di ripartirsi tra i lipidi della membrana
cellulare batterica o fungina, alterando le strutture cellulari e rendendole cosi piu
permeabili. Le perdite eccessive di ioni e molecole dalla cellula microbica condurranno
poi inevitabilmente alla morte. | batteri Gram positivi generalmente risultano essere piu
sensibili rispetto ai batteri Gram negativi, questo trova conferma anche nei nostri dati,

come mostrato nella tabella seguente.
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MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC, pg/mL)

EC EF LG ML KO PA PV SE SM
Chenopodium ambrosioides >2000 1000 >2000 1000 2000 2000 2000 >2000 >2000
Dacryodes peruviana > 2000 500 2000 500 2000 2000 1000 >2000 >2000
Piper carpunya >2000 2000 >2000 2000 2000 2000 2000 >2000 >2000
Schinus molle >2000 500 1000 250 500 250 500 2000 2000
Tagetes minuta >2000 2000 >2000 2000 >2000 500 2000 >2000 >2000
Cymbopogon citratus 2000 1000 >2000 1000 2000 > 2000 500 1000 1000
Ocimum micranthum > 2000 125 > 2000 250 500 > 2000 125 2000 1000
Ocotea quixos > 2000 125 > 2000 250 500 > 2000 125 2000 1000
Endlicheria klugii >2000 2000 >2000 2000 2000 >2000 1000 >2000 >2000
Ocotea cernua >2000 1000 >2000 2000 1000 >2000 2000 >2000 >2000

EC = Escherichia coli; EF = Enterococcus faecalis; LG = Listeria grayi; mL = Micrococcus luteus; KO = Klebsiella oxytoca; PA =
Pseudomonas aeruginosa; PV = Proteus vulgaris; SE = Staphylococcus epidermidis; SM = Streptococcus mutans
*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%

Considerando come “forte attivita” antifungina i valori di MIC < 500 pg/mL (Baser and
Buchbauer, 2015) i due oli essenziali risultati piu efficaci sono stati quelli di O.
micranthum e O. quixos, mostrando attivita tra loro sovrapponibili. Le MIC migliori si sono
ottenute per E. faecalis e P. vulgaris (MIC = 125 pg/mL), due batteri che in condizioni
normali sono commensali del tratto intestinale ma possono trasformarsi in parassiti
infestando vari distretti del corpo umano con particolare predilezione per le vie urinarie.
Una buona attivita é stata riscontrata anche su M. luteus (MIC = 250 pg/mL), batterio
Gram positivo ubiquitario, presente anche nella flora cutanea dell’'uomo, che in condizioni
di immunodeficienza puo dar luogo ad infezioni delle vie respiratorie. Infine, questi due
oli essenziali hanno mostrato un’attivita interessante anche su K. oxytoca (MIC = 500
ug/mL), presente normalmente nella flora intestinale ma é causa frequente di pericolose
infezioni nosocomiali come polmoniti, batteriemia o infezioni dell’apparato urinario.
L’efficacia di questi due oli essenziali & probabilmente dovuta in buona misura alla
presenza di eugenolo e cinnamaldeide e derivati, gia noti per le loro proprieta
antibatteriche (Ali et al., 2005). Un altro olio essenziale dimostratosi efficace su diversi dei
batteri considerati e stato quello di S. molle, dove ha avuto forte attivita su E. faecalis, M.
luteus, K. oxytoca, P. aeruginosa e P. vulgaris. Infine, da citare anche I'olio essenziale di D.
peruviana nei confronti di E. faecalis e M. luteus e I'olio essenziale di T. minuta verso P.

aeruginosa.
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Attivita antifungina

Come per i batteri, gli oli essenziali sono spesso efficaci anche nella lotta contro i funghi,
come lieviti patogeni, dermatofiti e funghi fitopatogeni. Segni visibili della loro azione
possono essere osservati con cambiamenti morfologici e funzionali micro e macroscopici.
La maggior parte degli studi sul meccanismo di azione antifungina degli oli essenziali sono
stati condotti su Candida albicans, patogeno fungino umano, responsabile di patologie
mucocutanee e, in alcuni casi, di gravi infezioni sistemiche, soprattutto in pazienti
immunocompromessi nosocomiali. Gli oli essenziali, data la natura principalmente
lipofilica dei costituenti, sembrano agire prevalentemente con cambiamenti strutturali e
funzionali delle membrane fungine, distruggendone la forte impermeabilita a protoni e
grossi ioni e conseguente dispersione del citoplasma e alterazione degli enzimi cellulari,
fino ad arrivare alla morte cellulare (Stringaro et al., 2014). Si assiste sovente ad un blocco
della sintesi delle membrane, inibizione della germinazione, della riproduzione e della
respirazione cellulare. Di notevole interesse sono anche gli studi condotti sui funghi
dermatofiti, dove oli essenziali in grado di inibirne la crescita potrebbero essere utilizzati
in prodotti ad uso topico. In campo agrario, infine, lo studio di oli essenziali efficaci sui
funghi fitopatogeni trova la sua utilita nello sviluppo di fitofarmaci con minore impatto
ambientale, & infatti sempre pil ricercato |'utilizzo di sostanze naturali per la lotta contro
i parassiti a beneficio di trattamenti integrati, se non totalmente organici.

In questo studio e stata infatti testata I'attivita degli oli essenziali anche su tre ceppi di
funghi fitopatogeni di notevole interesse per il nostro territorio, quali Botrytis cinerea
(responsabile del marciume grigio del pero, della vite e di numerose altre piante da
frutto), Fusarium oxysporum (responsabile del marciume radicale del pomodoro) e
Pythium ultimum (causa di marciume radicale ed avvizzimento di numerose coltivazioni,
tra cui cavolo, carota, cetriolo, melone, ecc.) e due ceppi di funghi dermatofiti,
Trichophyton mentagrophytes (causa dermatiti preferenzialmente in viso e sugli arti,
onicomicosi, oppure puo portare alla comparsa di ulcere profonde se trascurato) e
Nannizzia gypsea (nell’'uomo & causa di tinea corporis, tinea capitis ed onicomicosi).

| risultati migliori sono stati ottenuti nei dermatofiti, mostratisi molto piu sensibili rispetto
ai fitopatogeni. Alle concentrazioni utilizzate nel test, abbondantemente inferiori al limite
consentito per le normali formulazioni, in diversi casi si € osservata un’inibizione totale di

crescita. Gli oli essenziali di C. citratus e O. quixos hanno mostrato il 100% di inibizione di
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crescita su entrambi i dermatofiti, mentre quelli di C. ambrosiodes, P. carpunya, T. minuta
e O. micranthum hanno inibito totalmente la crescita soltanto di N. gypsea (vedi tabella
che segue). Questo a sottolineare la diversa specificita di azione che presentano gli oli
essenziali in relazione ad una differente specie di microrganismo. Tra i fitopatogeni il
risultato migliore I’"ha dato I'olio essenziale di O. quixos nei confronti di B. cinerea, con

un’inibizione di crescita dell’83.6%.

PERCENTUALE DI INIBIZIONE DI CRESCITA DIAMETRALE(%)

Olio essenziale Botrytis Fusarium Pythium Trichophyton Nannizzia
cinerea oxysporum ultimum mentagrophytes gypsea
Chenopodium ambrosioides 345+2.38 20424 439+25 58.4+2.8 100.0 £ 0.0
Dacryodes peruviana 0914.1 17.3+3.2 10.1+4.6 0.0+5.1 0.0+3.6
Piper carpunya 52.6+3.0 28.6+3.0 56.1+29 143+0.7 100.0 £ 0.0
Schinus molle 0.9+5.2 143+39 22.3+3.0 7.8%+4.2 18.2+29
Tagetes minuta 37.1+2.0 19.4+3.2 18.0+3.1 7.8+44 100.0 + 0.0
Cymbopogon citratus 30.2+3.2 62.2+2.3 813z+14 100.0 £ 0.0 100.0 £ 0.0
Ocimum micranthum 73.3+1.8 745+1.5 87.1+1.8 87.0+1.6 100.0 £ 0.0
Ocotea quixos 83.6+1.1 35.7+25 39.6+2.6 100.0 £ 0.0 100.0 £ 0.0
Endlicheria klugii 15.8+4.6 28.1+3.5 443+24 6.5+3.3 434+32
Ocotea cernua 20.7+3.9 31.0+3.1 18.9+3.7 10.0+3.4 324+238

Dati espressi in percentuale di inibizione di crescita diametrale rispetto al controllo negativo e relativa deviazione standard.

Attivita anticandida ed espressioni sinergiche di bioattivita

In seguito all’'uso indiscriminato degli antibiotici in ambito clinico, veterinario e agricolo, €
emerso sempre piu evidente il fenomeno della farmaco-resistenza. Cio ha portato allo
sviluppo di microrganismi patogeni resistenti alla gran parte degli antibiotici disponibili.
Tale grave problematica ha evidenziato la necessita di trovare nuovi agenti antimicrobici
che abbiano fondamentalmente diverse modalita di azione rispetto a quella degli
antibiotici tradizionali. Tra i candidati promettenti nella prevenzione e nel trattamento di
diverse malattie infettive vi sono i prodotti di origine naturale, per la loro esigua tossicita,
biodegradabilita e il loro ampio spettro d’azione rispetto alle sostanze antimicrobiche di
sintesi. Numerosi studi sperimentali condotti in vitro hanno dimostrato I'efficacia di un
gran numero di oli essenziali in questo senso. L'uso degli oli essenziali e dei loro
componenti in combinazione con antibiotici di sintesi sono risultati promettenti per poter
limitare I'uso di questi ultimi, con conseguenti minori effetti indesiderati per il paziente

oppure potrebbero rappresentare una nuova frontiera per combattere i ceppi
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multiresistenti ai farmaci. Dunque essi potrebbero costituire una possibile integrazione e,
in alcuni casi estremi, un’alternativa all’antibiotico-terapia, in particolare nei casi
refrattari alla terapia convenzionale (Palaniappan and Holley, 2010; Yap et al., 2013).
Presumibilmente, infatti, sara piu difficile per i batteri sviluppare resistenza verso le
miscele terpeniche degli oli essenziali, piuttosto che rispetto ai singoli antibiotici
generalmente costituiti da una singola molecola. Ulteriori studi si concentrano anche sul
ruolo sinergico tra oli essenziali e farmaci poiché potrebbero anche essere utili per
migliorare l'indice terapeutico di alcuni farmaci. Un campo di ricerca molto battuto
riguarda le infezioni di vari ceppi di Candida nell’'uomo; questo microrganismo € infatti
una delle principali minacce per I'uomo in caso di abbassamento delle difese immunitarie,
da semplice commensale si trasforma in patogeno; una casistica molto diffusa la si
riscontra ad esempio nei pazienti affetti da HIV. Durante il corso di questo dottorato ci si
e interessati di studiare possibili effetti sinergici tra gli oli essenziali e il fluconazolo, uno
dei principali farmaci utilizzato per la cura di candidosi, testando I'efficacia di miscele olio
essenziale + farmaco e diversi dosaggi a differenti rapporti reciproci. Sono stati
considerati tre diversi ceppi di candida: un ceppo commerciale di Candida albicans (ATCC
24433) sensibile al fluconazolo, un isolato clinico di Candida glabrata, reso resistente al
fluconazolo (FLU 43976) ed un ceppo di Candida albicans isolato da un paziente affetto da
AIDS, anch’esso sensibile al farmaco (AIDS 6). Come parametro di valutazione del
sinergismo e stato utilizzato l'indice di concentrazione inibitoria frazionata (FICingex) €
sono stati considerati sinergici i valori inferiori o uguali a 0.5 (Meletiadis et al., 2010).
Nelle due tabelle che seguono sono riassunti rispettivamente i risultati ottenuti
dall’attivita antifungina degli oli essenziali e fluconazolo testati singolarmente e dalle loro

attivita testate in associazione.
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MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION e MINIMUM FUNGICIDAL CONCENTRATION

(MIC E MFC, pg/mL)

AIDS 6 FLU 43976 ATCC 24433
Olio essenziale MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Chenopodium ambrosioides 391 391 391 391 98 195
Dacryodes peruviana 3135 3135 3135 3135 > 6250 > 6250
Piper carpunya 1563 1563 1563 1563 781 1563
Schinus molle > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250
Tagetes minuta > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250
Cymbopogon citratus 1563 1563 1563 1563 3135 3135
Ocimum micranthum 195 195 195 195 195 195
Ocotea quixos 195 195 195 195 195 391
Endlicheria klugii > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250
Ocotea cernua > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250 > 6250
Fluconazolo 64 64 > 64 > 64 16 16

*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%

FRACTIONAL INHIBITORY CONCENTRATION INDEX (FICi,qex)

Olio essenziale AIDS 6 FLU 43976 ATCC 24433
Chenopodium ambrosioides 1.031 1.016 2.001
Dacryodes peruviana 1.016 1.063 0.563
Piper carpunya 0.281 0.375 1.063
Schinus molle 0.141 0.516 -
Tagetes minuta - - -
Ocimum micranthum 1.031 0.562 1.004
Ocotea quixos 2.003 1.125 2.004
Cymbopogon citratus 0.750 0.750 1.063
Endlicheria klugii - - -
Ocotea cernua - - -

*NOTA: alcuni dati non sono riportati perché non c’é stata inibizione di crescita per nessunadelle combinazioni di olio essenziale e

farmaco testate

**NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%

Gli oli essenziali di O. micranthum e O. quixos, come si era verificato nell’attivita
antibatterica, si sono confermati i piu attivi con risultati quasi sovrapponibili. Hanno
mostrato una forte attivita antifungina per tutti e tre i ceppi di candida studiati, con un
valore di MIC pari a 195 pg/mL. Sebbene dello stesso genere, O. cernua non ha mostrato
alcuna attivita alle concentrazioni testate come pure S. molle, T. minuta ed E. klugii. Una

forte attivita si e riscontrata anche in C. ambrosiodes (MIC = 391ug/mL nei ceppi clinici e
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MIC = 98 pg/mL nel ceppo commerciale). Considerando ora i dati di attivita in
associazione sono state trovate tre combinazioni che hanno mostrato sinergismo, la
migliore riguarda S. molle verso AIDS 6, il ceppo clinico sensibile al fluconazolo, con un
FICingex di 1.141 (data da 2 pg/mL di fluconazolo e 1563 pg/mL di olio essenziale). Le altre
due combinazioni sinergiche riguardano entrambi P. carpunya, la prima sul ceppo AIDS 6
con un FICj,gex di 0.281 e la seconda sul ceppo resistente FLU 43976 con un FICigex di
0.375. In questo ultimo caso la miscela sinergica era composta da 391 pg/mL di olio
essenziale (un quarto rispetto al valore di MIC) e 4 ug/mL di fluconazolo, come se I'effetto
dell’olio essenziale avesse reso nuovamente sensibile il microrganismo nei confronti
dell’antibiotico.

Particolarmente interessante & sembrata I’attivita sinergica di P. carpunya, quindi & stato
deciso di approfondire e confermare il dato con migliore FICi.gex, Ottenuto sul ceppo
clinico AIDS 6, seguendo l'inibizione di crescita nel tempo mediante un esperimento di
time killing. Nell’arco di 24 ore & stata monitorata la crescita di quattro campioni di C.
albicans, il primo messo a contatto con il solo olio essenziale alla concentrazione di MIC, il
secondo con il solo fluconazolo alla concentrazione di MIC e gli altri due con una miscela
di entrambe le sostanze rispettivamente alle concentrazioni che avevano dato i due
risultati migliori di FICinqex. Tutti i dati di crescita cellulare sono stati rapportati al controllo
negativo in cui non era presente nessuna sostanza a contatto con C. albicans (Vedi

I’andamento nel grafico che segue).
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*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra '1% e il 15%
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Trascorse le 24 ore del test, nei campioni con le sostanze alle concentrazioni del migliore
FICindex, COSI come per tutti gli altri campioni, si € osservata la quasi totale inibizione di
crescita di C. albicans. Questo conferma il sinergismo e I'efficacia della miscela olio
essenziale/farmaco selezionata dal precedente test.

Sebbene gli oli essenziali di P. carpunya e S. molle non avessero mostrato forti attivita se
testati singolarmente, sono stati rivalutati quando esaminati in associazione con il
fluconazolo, mostrando sinergia con questo farmaco e, nel caso di P. carpunya,
mostrandosi in grado di restituire efficacia al fluconazolo anche nel ceppo resistente.
Questo fattore potrebbe avere spiegazione in una possibile alterazione della permeabilita
delle membrane di candida facilitando I'ingresso e I'azione del fluconazolo. Si conferma
quindi quanto potrebbe essere interessante |'utilizzo degli oli essenziali in abbinamento ai

farmaci di sintesi nelle terapie antibiotiche.

Attivita antinfiammatoria

La ricerca di sostanze naturali in grado di controllare la risposta inflammatoria sta
acquisendo sempre maggiore interesse. Un esempio si trova nel campo
dell’aromaterapia, dove vengono utilizzati gli oli essenziali per la cura di alcuni disturbi di
carattere infiammatorio. Gli oli essenziali sono costituiti prevalentemente da molecole
lipofile a basso peso molecolare in grado quindi di oltrepassare la barriera epidermica e
raggiungere eventuali tessuti infiammati sottostanti su cui svolgere la propria azione.

La risposta inflammatoria a meccanismi a cascata piuttosto complessi, un ruolo chiave &
giocato dall’acido arachidonico e dagli enzimi che lo vedono come substrato a monte di
tutto il processo, ossia le ciclossigenasi (COX), enzimi che portano alla produzione di
prostaglandine (PG), prostacicline (PC), trombossani (TX) e le lipossigenasi (LOX), enzimi
che portano alla produzione dei leucotrieni (LT). In questo studio ci si € concentrati su una
delle reazioni enzimatiche che vedono coinvolta la catalisi dell’acido arachidonico,
precisamente quella attuata dall’enzima 5-lipossigenasi (5-LOX). Questo € un enzima dal
ruolo chiave, noto per catalizzare I'ossidazione di acidi grassi insaturi contenenti struttura
di 1-4 pentandiene. Il substrato naturale di questo enzima e I'acido arachidonico ma viene
accettato senza problemi anche I'acido linoleico, molto piu facile da monitorare. Nei test

presentati infatti si e osservata la scomparsa di acido linoleico tramite letture
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spettrofotometriche (Baylac and Racine, 2003). La 5-LOX umana é stata sostituita da una
analoga ricavata dalla soia perché reperibile molto piu facilmente ed é stato dimostrato
sperimentalmente avere un’azione del tutto simile a quella dell’'uomo (Baylac and Racine,
2003).

Di ciascun olio essenziale & stata calcolata I'lCsp seguendo la cinetica di reazione per
assicurare la linearita dell’landamento e testando diverse concentrazioni. Come controllo
positivo & stato scelto I'acido nordiidroguaieretico (NDGA) come previsto da letteratura

(Baylac and Racine, 2003). Nella tabella che segue sono mostrati i valori ottenuti.

VALORI DI ICsp (pg/mL)

Chenopodium ambrosioides 145
Dacryodes peruviana 88.3
Piper carpunya 62.5
Schinus molle >100.0
Tagetes minuta >100.0
Ocimum micranthum >100.0
Ocotea quixos 92.4
Cymbopogon citratus >100.0
Endlicheria klugii >100.0
Ocotea cernua >100.0
NDGA 11.8

*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%

La maggior parte degli oli essenziali ha mostrato un’attivita blanda o nulla, I'unico degno
di nota € C. ambrosioides che si avvicina al controllo positivo. Per valori superiori a 100
ug/mL I'olio essenziale viene considerato non attivo (Baylac and Racine, 2003). Il metodo
utilizzato non e l'unico per saggiare I'attivita antinfiammatoria ed e stato utilizzato come

screening indicativo con eventualita di approfondimento dei dati piu interessanti.

Attivita mutagena

Tutte le attivita viste fino ad ora riguardavano I'efficacia degli oli essenziali, con I'attivita
mutagena si & voluta verificare la loro sicurezza genotossica. E stato utilizzato un test

molto diffuso ed ampiamente consolidato, il test di Ames. Esso prevede I'utilizzo di ceppi
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di Salmonella typhimurium ingegnerizzata, resa auxotrofa per istidina e biotina e molto
suscettibile a potenziali sostanze mutagene. Il sistema di interpretazione dei risultati e
piuttosto semplice, si basa sul fatto che per ogni ceppo si verifica la reversione della
mutazione che lo rende auxotrofo per l'istidina e la biotina ripristinando lo stato wild type
con una frequenza caratteristica. Ponendo questi batteri a contatto con la sostanza da
saggiare e facendoli crescere su un terreno solido privo di istidina e biotina si assistera
allo sviluppo di colonie derivanti esclusivamente dai batteri revertenti. Viene assunto che
se il numero di revertenti che si contano resta in un range che non supera almeno del
doppio quello dei revertenti riscontrati nel controllo negativo (in cui si aggiunge soltanto
il solvente utilizzato per dissolvere le sostanze da testare) la sostanza & considerata
sicura, se invece il numero di revertenti e superiore la sostanza viene considerata un
potenziale mutageno (Maron and Ames, 1983). E importante osservare anche un
andamento dose dipendente per escludere falsi positivi, come ad esempio dei picchi
isolati di revertenti, denominati dallo stesso Ames “spikes”. Esistono numerosi ceppi di
salmonella realizzati per i test di attivita mutagena, ciascuno con meccanismo e sensibilita
differenti. Noi abbiamo deciso di testare gli oli essenziali su 4 diversi ceppi, in grado di
rilevare la quasi totalita di potenziali mutageni, sono quelli piu stabili e maggiormente
utilizzati in questo tipo di test: TA97a, TA98, TA100 e TA1535. Per cio che riguarda TA97a
e TA98 sono in grado di rilevare principalmente le mutazioni che causano frameshift,
quindi delezioni o inserzioni a livello del genoma, cambia solo il sito di mutazione, il che li
rende complementari per la maggior sensibilita ad alcune sostanze piuttosto che altre;
mentre TA1535 e TA100 rilevano principalmente le sostanze in grado di causare una
sostituzione di paia di basi ed hanno tra loro un diverso sistema di riparazione del
genoma, quello di TA1535 & meno efficiente, quindi piu suscettibile alle mutazioni
(Thorne et al., 2015).

Di seguito i grafici con i risultati ottenuti per ciascun olio essenziale, suddivisi per diversi

ceppi di S. typhimurium.
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Andamento del numero di colonie di revertenti in relazione al controllo negativo. La linea rossa tratteggiata rappresenta la soglia per la
valutazione dei potenziali mutageni.
*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%
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Andamento del numero di colonie di revertenti in relazione al controllo negativo. La linea rossa tratteggiata rappresenta la soglia per la
valutazione dei potenziali mutageni.
*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra I'1% e il 15%
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valutazione dei potenziali mutageni.
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Andamento del numero di colonie di revertenti in relazione al controllo negativo. La linea rossa tratteggiata rappresenta la soglia per la
valutazione dei potenziali mutageni.
*NOTA: le deviazioni standard sono comprese tra '1% e il 15%

8 9 10

Dai valori ottenuti si puo affermare che nessuno degli oli essenziali testati ha mostrato

potenziale attivita mutagena. Si sono osservati solamente tre “spikes” in P. carpunya per

TA97a e in O. quixos e S. molle per TA1535, ma visto il loro carattere isolato, come

esplicitato dal protocollo, se ne esclude lipotesi di mutagenicita, sono da considerarsi

falsi positivi. Si osserva talvolta un effetto citotossico alle concentrazioni piu alte, in
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particolare nel ceppo TA1535, questo da attribuirsi ad un’attivita antibatterica esercitata
gli oli essenziali, in accordo con i dati visti nei test di attivita antimicrobica e in linea con

quelli di letteratura.

Formulazione cosmetica

A conclusione del lavoro svolto durante questo periodo di dottorato, cercando di
finalizzare a livello applicativo i risultati almeno in un contesto preliminare, dal momento
che gli oli essenziali hanno da sempre rilevanza d’uso in un contesto cosmetico e
mettendo a frutto I'opportunita dell’esperienza e della collaborazione con la fondazione
Chankuap, si € deciso di realizzare una formulazione per una crema includendovi I'olio
essenziale che ha dato i risultati migliori in termini di bioattivita. E stato selezionato per
guesta applicazione pilota I'olio essenziale di O. micranthum data la rilevante attivita
antiossidante ed antimicrobica dimostrata in vitro (vedi sezioni dedicate).

Per la realizzazione della crema si e partiti da una base caratterizzata da componenti
utilizzati ormai comunemente dalla fondazione Chankuap per i propri prodotti, frutto
anche della collaborazione prolungata con I’Universita di Ferrara, in particolare grazie alle
attivita coordinate dal Centro di Cooperazione allo Sviluppo a cui il laboratorio di Biologia
farmaceutica ha sempre attivamente fornito le proprie competenze. Relativamente a
guesta fase di preparazione, e stato gentilmente reso disponibile il protocollo che pero
per ragioni di riservatezza non puo essere esposto in questa tesi. A questa base e stato
aggiunto l'olio essenziale di O. micranthum allo 0.2%, concentrazione comunemente
utilizzata per analoghi prodotti. In ragione di valutazioni preliminari e soggettive, la
consistenza e la stabilita della crema si sono mantenute. La fragranza dovuta all’olio
essenziale, seppure delicata, non e risultata pero gradevole e sufficientemente adeguata
per un prodotto destinato alla cura della persona. Per correggere il profumo e renderlo
piu gradevole, dallo stesso lotto sono state create altre analoghe creme alle quali, oltre
all'olio essenziale di O. micranthum come componente funzionale, si sono aggiunti
ulteriori oli essenziali secondo lo schema seguente, con il preciso obiettivo di migliorare la

gradevolezza cosmetica del prodotto:
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OE O. micranthum 0.2%
OE O. micranthum 0.2% + OE C. citratus 0.2%
OE O. micranthum 0.2% + OE C. citratus 0.4%

o 0w »

OE O. micranthum 0.2% + OE di mandarino 0.2%
E. OE O. micranthum 0.2% + OE di arancio 0.2%

Successivamente, un gruppo di volontari (10 persone) e stato sottoposto ad un “panel
test” per verificare I'indice di gradimento dei prodotti e per stabilire quale tra questi fosse
il piu adeguato dal punto di vista della fragranza, dal punto di vista tattile e della
spalmabilita, nonché dalla sensazione che lasciava sulla pelle. Il questionario sottoposto ai
volontari presentava domande standardizzate (protocollo fondazione Fondazione
Chankuap) con lo scopo di avere un’indicazione preliminare in vista della realizzazione di
un prodotto con certificazione Ecocert (la base di partenza per le formulazioni ne rispetta
gia gli standard richiesti). Ecocert & un organismo di certificazione per lo sviluppo
sostenibile, fondato in Francia nel 1991 da un gruppo di ingegneri agronomi con
I'obiettivo di sviluppare un’agricoltura rispettosa dell’ambiente e che apporti un
riconoscimento a chi si compromette in questo tipo di produzione. Ecocert & riconosciuta
a livello mondiale e specializzata in nella certificazione di prodotti provenienti da
agricoltura ecologica.
Gli standard tecnici Ecocert permettono di certificare:

e cosmetici naturali ed ecologici

e detergenti naturali

e profumi per ambiente naturali ed ecologici

e prodotti del commercio equo e solidale

e Eve (spazi verdi naturali)

e prodotti utilizzabili in agricoltura ecologica

e produzione e trasformazione di piante acquatiche

A conclusione dei panel test, la formulazione che ha riscosso maggior successo € stata
guella con I'aggiunta dell’olio essenziale di C. citratus allo 0.2%, perché mitigava molto il
profumo poco gradevole e poco adeguato al contesto cosmetico di O. micranthum,
conferendo alla crema una nota agrumata che complessivamente é stata giudicata molto

gradevole.
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A conclusione del lavoro si e ritenuto opportuno saggiare la capacita antiossidante della
crema stessa, per valutare se questa caratteristica venisse mantenuta rispetto a quanto
gia verificato per lolio essenziale puro. E stato effettuato un test di foto-
chemoluminescenza (PCL) con il sistema Photochem® sulle tre creme che hanno riscosso
maggior gradimento tra gli intervistati (A, B, C). Questo sistema & stato progettato per la
determinazione della capacita antiossidante totale sia di sostanze solubili in acqua (ACW)
che in matrici lipidiche (ACL). Esso si basa sulla chemiluminescenza fotoindotta dai radicali
liberi che reagiscono con la sostanza chemiluminescente (luminol). | radicali liberi
vengono quantificati in maniera indiretta mediante la misura della lunghezza d’onda della
luce prodotta. In presenza di sostanze che agiscono come trappole di radicali, I'intesita
della fotochemiluminescenza & attenuata in funzione della loro concentrazione. In questo
modo, le proprieta antiradicaliche della sostanza analizzata possono essere realmente

guantificate.

| risultati del test sono riportati nella tabella che segue:

Crema TEAC (mM/g)
A. OE O. micranthum 0.2% 3.28+0.29
B. OE O. micranthum 0.2% + OE C. citratus 0.2% 3.76 £0.19
C. OE O. micranthum 0.2% + OE C. citratus 0.4% 3.67+£0.15

Risultati espressi in mmol equivalenti in Trolox per grammo di sostanza

Sebbene le tre creme abbiano una capacita antiossidante molto simile tra loro, € da
mettere in evidenza che la formulazione con C. citratus allo 0.2%, gia individuata come
migliore al panel test, rivela anche un valore di attivita antiossidante lievemente
superiore alle altre, molto probabilmente grazie ad una attivita sinergicamente additiva

con |'olio essenziale di O. micranthum.
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CONCLUSIONI

L'intento di questo lavoro di dottorato e stato quello di valorizzare la fortissima
biodiversita che caratterizza la foresta pluviale amazzonica mediante studio con finalita
applicative di droghe e derivati vegetali di piante aromatiche poco conosciute. Il profilo
della ricerca e volutamente ad ampio raggio, sviluppando la ricerca in contesti coerenti
con una proiezione salutistica - farmaceutica, cosmetica ed alimentazione funzionale — e
con una proiezione sulle nuove strategie di difesa delle piante (trattamenti integrati e/o
organic in agricoltura). Il criterio di selezione delle specie vegetali da considerare &
innanzitutto basato sull’eredita di ricerca pregressa sugli oli essenziali del laboratorio di
Biologia farmaceutica in atto ormai da oltre 10 anni, con uno sguardo sempre attento alle
tradizioni etnobotaniche reperibili bibliograficamente o in loco per tradizione orale.

Le piante aromatiche sono le piu note alla medicina tradizionale poiché la loro
aromaticita ha da sempre catturato I'attenzione delle popolazioni indigene. Questa loro
caratteristica e dovuta all’'accumulo di importanti quantita di oli essenziali, ossia
fitocomplessi derivanti dal metabolismo secondario, costituiti da una complessa miscela
di molecole altamente volatili a prevalenza di idrocarburi mono- e sesquiterpenici e di
materiali ossigenati da essi derivati. La composizione degli oli essenziali oltre a dipendere
da fattori genetici risente particolarmente dei fattori ambientali, estremizzando ancor piu
la diversita biologica e mettendo a disposizione un patrimonio di molecole ad elevato
potenziale applicativo.

Grazie alla collaborazione con [I'Universidad Politecnica Salesiana di Quito e
dell’Universidad Estatal Amazonica di Puyo (Ecuador) & stato possibile raccogliere il
materiale vegetale di 10 piante selezionate e distillarne gli oli essenziali in loco. Nei nostri
laboratori sono poi stati caratterizzati chimicamente in maniera puntuale ed analizzati dal
punto di vista dell’efficacia biologica.

Rispetto al contesto delle bioattivita proiettate verso I'indagine sulle possibili potenzialita
applicative, & stata valutata innanzitutto la capacita antiossidante dove I'olio essenziale di
O. micranthum si e distinto per un’attivita paragonabile a quella del controllo di sintesi.
Sono seguiti diversi test di carattere antimicrobico, in cui O. micranthum e O. quixos
hanno dato i risultati migliori mostrando una forte attivita contro batteri patogeni per

I"'uomo quali E. faecalis, P. vulgaris, M. luteus e K. oxytoca. Buona parte degli oli essenziali
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considerati si sono mostrati efficaci anche su funghi filamentosi fitopatogeni e patogeni
dell’'uomo, in particolare verso il dermatofita N. gypsea. Degna di nota e stata I'attivita
anti-candida dove ancora O. micranthum e O. quixos sono stati i piu attivi. Ancora piu
interessanti, sui medesimi ceppi, sono stati i risultati di valutazione del sinergismo tra olio
essenziale e fluconazolo, uno dei farmaci piu utilizzati per curare candidosi. Gli oli
essenziali di P. carpunya e S. molle hanno mostrato un buon indice di sinergismo col
farmaco. Inoltre, P. carpunya e stato in grado di ripristinare la sensibilita di un ceppo
resistente al farmaco. Questo apre nuove prospettive sull’utilizzo di sostanze naturali a
supporto di terapie con farmaci. Dai test di attivita mutagena nessuno degli oli essenziali
si € mostrato positivo, garantendo la loro sicurezza per 'uomo.

A conclusione di tutto, per iniziare a dare concretamente valore applicativo alla cospicua
mole di lavoro profusa nel triennio, & stata in via preliminare formulata una crema
cosmetica contenente due degli oli essenziali studiati in collaborazione con la Fondazione
Chankuap (Macas, Quito) con cui da anni collaboriamo per una valorizzazione cosmetica
delle risorse biodiverse della foresta amazzonica ecuadoriana. A questo fine sono stati
utilizzati quegli oli essenziali che potevano conferire al prodotto pilota una qualita
funzionale e una fragranza adeguate al contesto cosmetico. Nello specifico sono stati
utilizzati gli oli essenziali di O. micranthum, per |'espressione di bioattivita, e di C. citratus
per le caratteristiche aromatiche. Il prodotto pilota ha riscontrato gradimento su un

primo campione di volontari a cui & stato preliminarmente sottoposto.
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MATERIALI E METODI

Reagenti

Tutti i reagenti utilizzati in questa ricerca sono di qualita coerente con I'approccio di volta

in volta estrattivo, cromatografico e biologico.

Distillazione in corrente di vapore

Le piante utilizzate per I'estrazione degli oli essenziali sono state raccolte in Ecuador, nella
provincia di Morona-Santiago, nelle vicinante della citta di Macas. Per ogni pianta sono
stati raccolti tre diversi campioni in aree differenti.

Per l'estrazione degli oli essenziali & stato utilizzato il metodo della distillazione in
corrente di vapore (Sharapin, 2000) mediante distillatori commerciali messi gentilmente a
disposizione dalla Fondazione Chankuap di Macas. | distillatori sono dotati di un
contenitore che raccoglie I'acqua che fungera da solvente per I'estrazione. Questa, viene
portata ad ebollizione da una fiamma sottostante producendo vapore acqueo. Il vapore
arriva a contatto con la droga, posta su di una grata che evita il contatto diretto con
I'acqua in ebollizione, e per effetto della temperatura causa la fuoriuscita dell’olio
essenziale. Contemporaneamente il vapore abbassa il punto di ebollizione delle sostanze,
permettendone la separazione per distillazione. Il vantaggio di questo metodo ¢ il poter
estrarre sostanze termolabili ad una temperatura inferiore a quella del loro punto di
ebollizione, preservandole dal degrado.

Il distillatore utilizzato supporta un volume massimo di 16 litri. Con questo sono state
eseguite prove preliminari per trovare i parametri ottimali di distillazione da applicare poi
a tutte le successive estrazioni. Sono stati variati singolarmente il volume di acqua
caricata nel serbatoio (8 o 16 L), la quantita di materiale vegetale introdotto nel
distillatore (5.67 0 11.34 Kg, ossia 12.5 o 25 libre) e I'entita della flamma (meta o massima
potenza). Per ogni distillazione & stata monitorata la produzione di olio essenziale ad
intervalli regolari di 15 minuti per la realizzazione di una curva di distillazione. In totale

sono state eseguite otto curve di distillazione, come riassunto nella tabella che segue.
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Distill. (n.) | Peso materiale Vol.acqua (L) Riscaldamento
(Kg)
1 11.34 16 100%
2 11.34 16 50%
3 11.34 8 100%
4 11.34 8 50%
5 5.67 16 100%
6 5.67 16 50%
7 5.67 8 100%
8 5.67 8 50%

Gascromatografia accoppiata a spettrometria di massa

La caratterizzazione chimica degli oli essenziali & stata effettuata tramite la gas
cromatografia accoppiata alla spettrometria di massa mediante un gascromatografo
Varian CP-3800 provvisto di una colonna capillare Varian FactorFour VF-5ms (5% -fenil-
95% -dimetil-polisilossano; lunghezza 30 m, diametro interno 0.25 mm e spessore di film
0.25 um) avvolta a spirale su un supporto metallico, accoppiato ad uno spettrometro di
massa Varian MS-4000 con ionizzatore ad impatto elettronico, analizzatore a trappola
ionica e software provvisto del database NIST (National Institute of Standards and
Technology) per I'identificazione dei componenti.

Le condizioni sperimentali erano le seguenti: gas carrier elio (1 mL/min), voltaggio
ionizzatore 70 eV, corrente di emissione 10 pA, velocita di campionamento 1 scan/sec,
intervallo di analisi del rapporto m/z 40-400 Da, temperatura della trappola 150 °C,
temperatura della transfer-line 300 °C.

| campioni sono stati preparati prelevando 10 pL di olio essenziale e sciogliendolo in 1 mL
di solvente, CH30H o CH,Cl,. 1 uL di ciascuna soluzione é stato iniettato nella camera di
iniezione, mantenuta a 250 °C.

La programmata utilizzata parte da una temperatura di 55°C, sale fino a 100 °C con
incrementi di 1 grado al minuto, raggiunta la temperatura di 100 °C, tramite una seconda
rampa arriva a 250 °C ad intervalli di 5 gradi al minuto: a quest’ultima temperatura si

mantiene costante per 15 minuti (Rossi et al., 2011) (vedi schema seguente).
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250°C o 15 min

5°C/min
100°C ®

1°C/min
55 C.

Programmata di temperatura del gascromatografo

Verranno prima eluite, e quindi rivelate come picchi, le sostanze piu bassobollenti e meno
affini con la fase stazionaria. Il risultato dell’analisi GC/MS & un cromatogramma che
presenta in ordinata la conta degli ioni generati durante la frammentazione, e in ascissa il
tempo di ritenzione espresso in minuti. Integrando i picchi corrispondenti agli ioni di ogni
analita identificato si ottiene un valore percentuale di area rispetto all’area totale dei
picchi, che viene utilizzato come espressione semiquantitativa. L’analisi quantitativa e
stata effettuata con analisi gas-cromatografica con detector a ionizzazione di fiamma (FID,
mantenuto a temperatura di 300 °C), perché si ottiene una proporzionalita migliore tra
area e concentrazione. L'identificazione dei composti € avvenuta sia confrontando i loro
tempi di ritenzione relativi ad n-alcani contenenti 8-32 atomi di carbonio con quelli dei
composti di riferimento, sia comparando gli spettri prodotti dalla frammentazione delle
molecole con spettri noti presenti in letteratura e/o contenuti in appositi database
pubblicati dal NIST (National Institute of Standards and Technology). Per il calcolo del
tempo di ritenzione relativo (Kovats index) si & presacome riferimento una miscela di
idrocarburi da Cga Cs, (Sigma-Aldrich), precedentemente iniettata nel sistema con lo
stesso metodo usato per analizzare I'olio essenziale, e si utilizza la specifica equazione

proposta per eluizioni con programmata di temperatura:

l¢=100 ((t &' =t )/(t ) —tre)) +Z

Dove Ri e il tempo di ritenzione del picco di interesse, Rz e il tempo di ritenzione
dell’idrocarburo che eluisce immediatamente prima del composto che ha dato il picco
considerato, R(z+1) e il tempo di ritenzione dell'idrocarburo che eluisce subito dopo il
composto che ha dato il picco considerato e Z equivale al numero di carboni

dell’idrocarburo relativo al picco d’interesse.
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Saggio del DPPH

Per la valutazione dell’attivita antiossidante degli oli essenziali & stato utilizzato un saggio
che si basa sul radicale 1,1-difenil-2-picril-idrazile (DPPH) per via spettrofotometrica
(Kedare and Singh, 2011), utilizzando una variante al metodo classico. L’esperimento e
stato condotto in micropiastre a 96 pozzetti ed e stato utilizzato un lettore di micropiastre
per l'acquisizione dei dati (Microplate Reader 680 XR, Biorad), impostato ad una
lunghezza d’onda di 515 nm, la pil prossima al picco di assorbimento della forma
radicalica (Cheng et al., 2006).

In ogni pozzetto e stata versata una soluzione di etanolo al 50%. Successivamente sono
stati aggiunti gli oli essenziali e diluiti serialmente (con fattore 1:1) fino ad ottenere 7
differenti concentrazioni in un range di 15.63 — 1000 pg/mL. Allo stesso modo & stato
allestito il Trolox (acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico) come controllo
positivo, in un range di 1.25 — 79.9 mmol/L. Infine, ad ogni pozzetto e stata aggiunta una
soluzione di DPPH (0.104 mM finale) in etanolo al 50%. Come controllo negativo & stato
utilizzato il solo DPPH e come bianco strumentale la soluzione di etanolo al 50%.

Le micropiastre sono state poste in incubazione a temperatura ambiente in agitazione per
30 minuti e poi analizzate al lettore di micropiastre. Con valori ottenuti sono state
calcolate le mmoli equivalenti in trolox per grammo di olio essenziale e I'ICsq
(concentrazione di olio essenziale in grado di eliminare il 50% del DPPH radicale) tramite
determinazione della percentuale di eliminazione di DPPH racicale secondo la seguente

formula:

% DPPH eliminato = (1 _ __AOE-Abianco )x 00

Acontrollo—Abianco

Dove AOE é l'assorbanza del pozzetto con il campione, Acontrollo & I'assorbanza dei

pozzetti con il solo DPPH e Abianco e I'assorbanza dei pozzetti con I’etanolo al 50%.
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Batteri utilizzati

Nei diversi esperimenti volti a saggiare I'attivita antibatterica sono stati utilizzati 9 ceppi

patogeni per 'uomo elencati nella seguente tabella.

Gram-positivi Gram-negativi

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Escherichia coli (ATCC 4350)

Listeria grayi (ATCC 19120) Klebsiella oxytoca (ATCC 29516)
Micrococcus luteus (ATCC 9622) Proteus vulgaris (ATCC 6361)
Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 17934)
Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Metodo delle microdiluizioni su patogeni umani

L’attivita antibatterica e stata analizzata utilizzando il metodo delle microdiluizioni in
piastre da 96 pozzetti su cinque ceppi di batteri Gram-positivi e quattro Gram-negativi
come riportato nella tabella precedente. Partendo da una soluzione madre in brodo di
coltura (Tryptone Sota Broth — TSB — Oxoid LTD, Basinstoke, Hampshire, England), sono
state eseguite diluizioni seriali con fattore di diluizione 1:1 degli oli essenziali ottenendo
sette diverse concentrazioni comprese tra 31.25 -2000 pg/mL (Fouotsa et al., 2013). Per
agevolare la solubilizzazione degli oli essenziali in ambiente acquoso & stato aggiunto
dimetisolfossido (DMSO, Fluka, Sigma-Aldrich). Come controllo positivo é stato utilizzato
I'olio essenziale di Thymus vulgaris (Sacchetti et al., 2005), mentre come controllo
negativo e stato utilizzato il DMSO. | batteri sono stati inoculati ad una concentrazione
finale di 1x10” UFC/mL in volumefinale di 200 pL/pozzetto e incubati per 8 ore a 37 °C in
costante agitazione (110 rpm). Successivamente & stato aggiunto il colorante 2,3,5-
trifenil-tetrazol cloruro (TTC, Sigma-Aldrich) ad una concentrazione finale di 0.3 mg/mL.
Dopo un’ora le colture sono state analizzate per verificare la crescita batterica (pozzetti
rossi) o I'inibizione (pozzetti gialli o trasparenti) e determinare la minima concentrazione
inibente (minimal inhibitory concentration - MIC). La MIC & stata definita come la piu
bassa concentrazione di olio essenziale che causa l'inibizione della crescita (Rolli et al.,
2016) e le attivita inibenti sono state suddivise in forte, moderata e debole in base al suo

valore, come riportato qui sotto (Baser and Buchbauer, 2015).

112



Attivita MIC

Forte <500 pg/mL

Moderata 500 pg/mL < MIC < 5000 pg/mL
Debole 5000 pg/mL < MIC < 20000 pg/mL
Assente > 20000 pg/mL

Test della componente volatile dell’olio essenziale su funghi cresciuti in

agar

Per analizzare I'attivita antifungina & stata utilizzata I'analisi in esposizione di vapori
dell’'olio essenziali su funghi cresciuti in terreno agarizzato. Sono state considerate tre
specie fitopatogene (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum) e due
specie dermatofite (Trichophyton mentagrophytes e Nannizzia gypsea). Le colture fungine
sono state ottenute a partire da dischi miceliari prelevati da una coltura madre in fase di
crescita stazionaria, traferiti poi in piastre Petri dal diametro da 90 mm con terreno
agarizzato a base di destroso e estratto di patata (PDA, Difco, Ditroit, MI, USA) per i
fitopatogeni e sabouraud destroso per i dermatofiti (SDA, Oxoid LTD, Basinstoke,
Hampshire, England). Al centro del coperchio della piastra & stato posizionato un
dischetto sterile di cellulosa (diametro 6 mm) impregnato con 10 pL dell’olio essenziale
(soluzione madre 1 mg/mL in DMSOQ). Le piastre sono poi state sigillate ermeticamente in
maniera capovolta e incubate per un tempo di 7-10 giorni al buio alla temperatura di 26
°C (Kumar et al., 2014; Romagnoli et al., 2016). Come controllo negativo ¢ stata usata una
piastra contenente un dischetto impregnato con DMSO. La percentuale di inibizione della
crescita e stata valutata misurando il diametro del micelio e comparandolo con il
controllo negativo (considerato come 100% di crescita). Tutti i campioni sono stati testati

in triplicato.
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Metodo delle microdiluizioni su Candida albicans

L'attivita biologica degli oli essenziali nei confrontidi Candida spp. & stata eseguita in
collaborazione con la prof.ssa Letizia Angiolella, del Dipartimento delle scienze della
salute pubblica “G. Sanarelli” dell’Universita “La Sapienza”di Roma.

Sono stati selezionati tre diversiceppi di Candida che presentavano una differente
sensibilita al trattamento col farmaco fluconazolo: Candida albicans (ATCC 24433)
acquistata presso “American Type Collection Culture” sensibile al farmaco; Candida
albicans isolata da un paziente infetto da HIV anch’essa sensibile al fluconalzolo (AIDS 6) e
Candida glabrata isolata da un paziente e resa resistente al fluconazolo (FLU 43976). Per
determinare la minima concentrazione inibente (MIC) é stato utilizzato il metodo delle
microdiluizioni in accordo con “Clinical and Laboratory Standard Institute/National
Committee for Clinical Laboratory Standards” (CLSI/NCCLS). Gli oli essenziali e |l
fluconazolo sono stati diluiti in maniera seriale in pozzetti di piastre da 96. Tutti i
campioni erano coltivati in RPMI-1640 supplementato con acido 3-(N-
morfolino)propanesulfonico (MOPS) a pH 7.0 e aggiungendo Tween® 20 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) per migliorare la solubilita. Gli oli essenziali sono stati diluiti in un
range di 48.8 — 6250 pg/mL e il fluconazolo in un range di 0.5 — 64 pug/mL. In ogni micro
pozzetto la candida & stata inoculata ad una concentrazione finale di 2.5x10% UFC/mL e
incubata per 48 ore a 30 °C (Pietrella et al., 2011).

La MIC e stata determinata tramite osservazione diretta della torbidita del mezzo di
coltura. | valori di MIC erano rappresentati dalla piu bassa concentrazione a cui non si
manifestava torbidita del mezzo. In seguito, & stata determinata anche la minima
concentrazione ad attivita fungicida (MCF) trasferendo 10 uL del mezzo di coltura di
ciascun pozzetto in un nuovo pozzetto con saboraud destroso agar e incubando a 30 °C
per 48 ore. La MFC era considerata come la piu bassa concentrazione a cui non si

osservava crescita cellulare.

Checkerboard test

Utilizzando le stesse condizioni sperimentali e gli stessi ceppi fungini visti nella
valutazione dell’attivita anti candida, & stato condotto il checkerboard test per
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determinare eventuali effetti di sinergismo tra olio essenziale e fluconazolo (Stringaro et
al., 2014). Sono state allestite otto diluizioni seriali (fattore 1:1) per gli oli essenziali e
altrettante per il fluconazolo, poi sono state opportunamente miscelate in micropiastre a
96 pozzetti in modo da formare un matrice quadrata 8x8 con 64 differenti combinazioni
di concentrazioni olio essenziale e farmaco. La matrice & stata creata a due dimensioni,
lungo I'asse x & stato creato un gradiente di concentrazione degli oli essenziali (in un
range di 48.8 — 6250 pg/mL) e lungo I'asse y un gradiente di fluconazolo (in un range di
0.5 — 64 pg/mL). Questo schema é stato creato per il calcolo del’indice di concentrazione
inibitoria frazionata (FICihgex, fractional inhibitory concentration index) degli oli essenziali
in combinazione con il fluconazolo. (Turgis et al., 2012). Il FICihqex € stato calcolato
sommando il valore di FIC dell’olio essenziale al valore di FIC del fluconazolo, come

indicato nella formula che segue:

FICindex = FICoe + FICqiuconazole

Dove.
|:ICOE = Iv”CEO in combinazione / Iv”CEO da solo

I:Icﬂuconazolo =M ICﬂuconazolo in combinazione/ |\/“Cfluconazole da solo

In base al valore di FICihqex Che si ottiene si parla di effetto sinergico se esso & < 0.5, di
effetto additivo o indifferenza se € > 0.5 e < 2, e di effetto antagonistico quando e > 2
(Carradori et al., 2016).

Con le stesse modalita utilizzate per la valutazione della MFC e stata condotta una prova

di vitalita anche per le combinazioni del checkerboard test.

Time killing

Per confermare I'attivita sinergica & stato eseguita una curva fungicida (time killing) in
funzione del tempo (Klepser et al., 1998). Sulla base dei risultati dell’attivita sinergica &
stato deciso di utilizzare olio essenziale di Piper carpunyain combinazione confloconalzolo
sul ceppo di Candida albicans AIDS 6. Cellule coltivate in brodo contenente sabouraud
destroso (SDB, Oxoid LTD, Basingstoke, Ampshire, England) per 24 ore a 28 °C sono state

centrifugate, lavate e risospese alla concentrazione di 2.5x10° UFC/mL in RPMI-1640
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tamponato con MOPS a pH 7.0 ed incubate a 28 °C. | quattro seguenti campioni sono stati
testati in duplicato: il solo olio essenziale di P. carpunya alla concentrazione di MIC; il solo
fluconazolo alla concentrazione di MIC; olio essenziale e fluconazolo in associazione alle
rispettive concentrazioni che hanno dato il miglior risultato di FICi,gex €d infine le stesse
sostanze in associazione alle concentrazioni di FICi,qex immediatamente piu alto. E stato
aggiunto Tween 20 per aumentare la solubilita degli oli essenziali. Lo stesso e stato
utilizzato per allestire il controllo negativo in cui non c’erano altre sostanze a contatto con
la Candida. Ciascun campione & stato messo ad incubare in agitazione a 30 °C e ad
intervalli prestabiliti di tempo (0, 1, 2, 4, 6 e 24 ore) venivano prelevati 100 pL di brodo. |
prelievi sono stati poi diluiti in maniera seriale con fattore 1:9 per 5 volte e 100 pL di
ciascuna diluizione sono stati seminati in piastre Petri (diametro 90 mm) contenenti SDA,
quindi lasciate in incubazione 48 ore a 30 °C al buio. Trascorsa l'incubazione si sono
contate le colonie cresciute in ogni piastra per deteminare la concentrazione di partenza

(CFU/mL) (Pietrella et al., 2011).

Test di inibizione della 5-lipossigenasi

Per dimostrare I'attivita anti-inflammatoria degli oli essenziali & stato utilizzato il test di
inibizione della 5-lipossigenasi (5-LOX, Sigma-Aldrich). Per tale test si & usato un enzima
ricavato dalla soia ma del tutto analogo a quello umano (Sud’ina et al., 1993). Il test
enzimatico e stato eseguito mediante analisi allo spettrofotometro (ThermoSpectronic,
Helios A) utilizzando cuvette di quarzo e leggendo alla lunghezza d’onda di 234 nm. Gli oli
essenziali sono stati diluiti a cinque diverse concentrazioni (da 5 a 100 pg/mL) in etanolo.
In ogni couvetta é stata preparata la mix di reazione in buffer borato (0.1 mg/mL) a pH 9.0
a cui sono stati aggiunti 7.9 U/mL di enzima e 20 pL della diluizione di olio essenziale in un
volume finale di 1 mL. La miscela e stata quindi incubata 7 minuti in ghiaccio e 3 minuti a
temperatura ambiente. La reazione e stata innescata tramite I’aggiunta di acido linoleico
(concentrazione finale 1.56 puM) e monitorata in cinetica continua per 10 minuti per
assicurarsi della linearita della velocita di reazione. Il controllo negativo era rappresentato
dall’etanolo mentre il controllo positivo era dato da acido noriidroguaretico (NDGA).II
tasso di inibizione & stato calcolato comparando la pendenza della cinentica del campione
con la pendenza del controllo negativo (El-Readi et al., 2013). E stata considerata forte

attivita con ICso< 10 pg/mL; discreta con 10 pg/mL < 1Cso £ 30 pg/mL; moderata con 31
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pg/mL < 1Cso £ 50 pg/mL; debole con 51 pg/mL < ICso £ 100 pg/mL; inattiva conlCsg fino
100 pg/mL (Baylac and Racine, 2003).

Test di Ames

Per indagare sulla possibile attivita mutagena degli oli essenziali & stato utilizzato un test
di inclusione in agar noto con il nome di test di Ames (dal suo ideatore, Maron and Ames,
1983). A tale scopo sono stati utilizzati 4 diversi ceppi di Salmonella typhimurium (TA97a,
TA98, TA100 e TA1535) ingegnerizzati appositamente per questo tipo di analisi, ciascuno
con diversa sensibilita nei confronti di potenziali mutageni e contenenti una mutazione
che li rende auxotrofi per istidina e biotina. Tutti i campioni sono stati saggiati in piastre
Petri (diametro di 90 mm) contenenti una base di agar e basse concentrazioni di istidina e
biotina, sufficienti a tenere in vita i batteri ma non a permetterne la replicazione. In ogni
piastra sono stati inclusi 100 mL di coltura batterica fresca cresciuta overnight in terreno
liqguido, 100 mL di olio essenziale diluito in DMSO (5 diluizioni in un range di 0.1 — 10
ug/piastra) e 0.5 mL di tampone fosfato a pH 7.4 contenente o meno un attivatore
metabolico. L’attivatore metabolico, aggiunto in meta delle piastre totali, consiste in un
sistema metabolico esogeno rappresentato da un lisato microsomiale di fegato di ratto
maschio, denominato S9, disciolto in una soluzione di KCl 0.154 mM con aggiunta di
NADPH e glucosio-6-fosfato. Questa S9 mix € comunemente usata per I'attivazione di
metaboliti pro-mutageni a mutageni, (acquistato dalla Molecular Toxicology, Inc. Boone,
NC, USA). Prima del suo utilizzo la S9 mix e stata filtrata con un filtro dalla porosita di 0.45
pum della Millipore (Guerrini et al., 2009). Come controllo negativo sono stati utilizzati 100
pL di DMSO, con o senza S9 mix; come controllo positivo, per piastre senza attivazione da
S9 mix sono stati utilizzati 2 pg/piastra di 2-nitrofluorene per i ceppi TA97a, TA98 e TA
1535 e 1 pg/piastra di sodio azide per il ceppo TA100 mentre per piastre con attivazione
da S9 sono statiutilizzati 2 pg/piastra di 2-aminoantracene per tutte le specie.

Le piastre sono state incubate per tre giorni a 37 °C e le colonie sono state contate
manualmente (Colony Counter 560 Suntex, Antibioticos, Italy). | risultati sono stati
considerati positivi quando il numero di colonie di revertenti erano almeno il doppio

rispetto a quelle del controllo negativo (Maron and Ames, 1983).
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Formulazione cosmetica

Per realizzare creme contenenti I'olio essenziale di O. micranthum ed altri oli essenziali,
atti a corregge la fragranza e a conferire maggior appetibilita al prodotto, & stata
preparata una base comune. |l protocollo di tale base e stato gentilmente messo a
disposizione dalla fondazione Chankuap, ma per ragioni di riservatezza non verra
riportato in questa tesi. Una volta ultimata la base e stato aggiunto I'olio essenziale di O.
micranthum allo 0.2% ed e stato corretto il pH portandolo a 5.0 + 0.3 con acido citrico
(0.5 mg/mL). La crema cosi otteunta é stata suddivisa in 5 aliquote a cui aggiungere altri

oli essenziali per migliorarne la fragranza secondo lo schema seguente.

Crema | OE aggiuntivo
A -

B C. citratus 0.2%
C C. citratus 0.4%
D mandarino 0.2%
E arancio 0.2%
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Panel test

Al fine di raccogliere informazioni preliminari di gradimento relative alla spalmabilita e
all’aroma é stato sottoposto un questionario (panel test) ad un gruppo di volontari che
hanno provato la crema (10 persone). Di seguito le domante effettuate:
PRODOTTO: Crema nutritiva organica con oli essenziali
1. Come si presenta a livello generale il prodotto?

a) Gradevole ]

b) Provocativo ]
c) Poco attraente ]

2. Come appare il colore del prodotto?

a) Forte
b) Inlinea col prodotto []
c) Pallido ]

3. Come valuti 'aroma del prodotto?
a) Gradevole []
b) Sgradevole []
c) Normale

4. Come valuti la consistenza del prodotto?

a) Soffice []
b) Cremoso [
c) Liquido
d) Altro:

5. Riconosci l'aroma del prodotto?
a) s 4 quale?
b) No N
6. In base al campione consegnato (50 mL) quanto saresti disposto a spendere per una
crema organica come questa, certificata Ecocert?
a) Meno di USS$3.50 []
b) Meno di US$ 5.00 []
¢) Meno diuss7.00 L]
7. Tisembra un prodotto innovativo?
a) si [
b) No [
8. Utilizzeresti regolarmente questo tipo di prodotto?
a) si U
b) No O perche?
9. Dopo aver provato il prodotto ti sono comparse irritazioni cutanee?
No [
si L Descrivile
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Saggio di fotochemoluminescenza (PLC)

Per valutare la capacita antiossidante delle creme contenenti gli oli essenziali & stato
allestito un saggio di fotochemoluminescenza basato sul sistema Photochem®, in
collaborazione con il dipartimento di Scienze Chimiche e Farmaceutiche dell’Universita di
Ferrara. E stato impiegato il kit ottimizzato per le sostanze di carattere lipofilo (ACL)
(Popov and Lewin, 1996). Nella tabella sottostante & riportata la composizione della

miscela di reazione.

Reagente 1 2 3-WS 4-WS Campione
Bianco 2300 200 25 0 0
Calibrazione 2300-X 200 25 X 0
Misure 2300-Y 200 25 0 Y

Composizione della miscela di reazione in pL per analisi in ACL. X rappresenta le diverse quantita di standard per la retta di
taratura (5, 10, 20, 25 pL). Y invece la quantita di campione da analizzare.

| reagenti 1, 2, 3 e 4 sono stati forniti tal quali dalla ditta Analytic Jena (Germania). Il
Reagente 3-WS (Luminol Work Solution) e stato preparato addizionando 750 plL di
reagente 2 al reagente 3. Il reagente 4-WS (Trolox Work Solution) & stato preparato
aggiungendo 500 pL di reagente 1 al reagente 4. La soluzione ¢ stata poi diluita 1:100. In
10 plL di 4-WS e contenuta 1 nmole dello standard di calibrazione (Trolox). | campioni
sono stati cosi preparati: 0.2 g di crema circa, esattamente pesati, sono stati posti in 10
mL di miscela metanolo, etere etilico, esano in rapporto 1:1:1 e sonicati per 10 minuti. A
guesto punto e stata fatta partire la reazione e monitorata per una durata di 180 secondi.
La capacita antiossidante & stata misurata dall'integrale al di sotto della curva ed &
espressa in mmoli di Trolox equivalenti per grammo di crema (Baldisserotto et al., 2015;

Vertuani et al., 2011).
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APPENDICE

Di seguito sono riportate le pubblicazioni su rivista e le partecipazioni a congresso a cui ho
contribuito durante il periodo di dottorato.

Come emerge dall’elenco, oggetto del lavoro di dottorato & stato anche I'olio essenziale
di una pianta amazzonica, Hediosmum sprucei, che non compare pero nella tesi. La
motivazione di questa esclusione, nonstante il lavoro prodotto abbia condotto alla
pubblicazione, & stata dettata esclusivamente da limitazioni tecniche legate al poco
guantitativo di olio essenziale a disposizione che ci ha permesso di verificarne la
composizione chimica e la bioattivita, ma in relazione a quest’ultima solamente per un
ristretto panel di saggi sviluppato per una piu pragmatica esigenza pubblicativa.
Nell’ottica quindi di produrre una tesi che esponesse il piu possibile una ricerca condotta
con linearita ed omogeneita di presupposti, di risultati e di finalita si & preferito non
considerare |'olio essenziale di Hediosmum sprucei nella composizione dell’elaborato, ma
di riportarne comunque le evidenze che attestassero il lavoro svolto in questa appendice.
In questi tre anni di dottorato ho avuto I'opportunita di aplicare i metodi e le strategie di
ricerca riportati in questa tesi anche in altri contesti (per le stesse ragioni qui documentati
solo in appendice), che tuttavia riguardavano sempre la caratterizzazione chimica e
biologica di metaboliti secondari di origine vegetale e le loro possibili applicazioni. Tutto
questo ha complessivamente contribuito ad aumentare e migliorare le competenze
tecniche che via via andavo ad acquisire nel mio percorso formativo di dottorato in

Scienze Biomediche e Biotecnologiche.
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