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ABSTRACT

This research work has been focused on the supestrifluid extraction and
characterization of volatile oils having interegtirbiological activities, possibly
susceptible of therapeutic applications.

A further aim of this work was to separate bioladfic active molecules and
nutraceuticals by means of SFE at high pressure. ifiestigated species have been
selected on the basis of ethnobotanic informatiegarding, in particular, species
endemic of Sardinia or that can be easily cultidgdteere and containing compounds of
pharmacological interest.

Extraction by means of supercritical €fas been preferred to the traditional techniques
because of a number of advantages. First of alblit@ining of pure extracts deprived of
organic solvents and of degradation compounds andeing modified by the loss of
water-soluble compounds. The chemical charactesizaif extracts has been realized
by means of different chromatographic techniquef st GC-MS, GC-FID and HPLC.
Concerning the main results, the supercriticalaetion at 250 bar o8alvia desoleana
aerial parts allowed us to obtain an extract caoirigi a relevant amount of sclareole:
811 pg/mg, determined by the internal standard methdies& samples, tested on
human cells model, showed a good antioxidant atmpogtective activity.

As far as the wheath germ oil is concerned, the 8&ifted out at 250 bar supplied
extracts of good quality. The HPLC and GC-FID amalyof these extracts highlighted a
PUFA and Vitamin E content greater than the thoswined by traditional solvent
extractions. The SFRistacia lentiscugssential oil, testeid vivo on an oxidative model
of the mice frontal cortex induced by hyschemiafripsion, BCCAO, showed a
relevant protection against lipidic peroxidatiorheTMyrtus communisessential oil,
testedin vivo on mice, demonstrated a good antinflammatory actigainst the ear
edema induced by croton oil and against the cgpellet-induced granuloma. Among
the investigated Sardinian verbenacee and lammswde ad/itex agnus-castus, Satureja
thymbraand Thymus capitatussontaining an essential oil particularly rich ihgmolic
compounds, showed a good antimicrobial activity emdld be employed in therapeutic
applications.

A comparative analysis on the composition of esgkails obtained from Sardinian and
Portuguese plantsBapleurum fruticosumSmyrnium olusatrumCalamintha nepeta
nepetaand Achillea millefolium) showed the existence of different chemotypes and
showed that derivatives of Sardinian origin haygeater antimicrobial activity. Among
the studied vegetable species coming from regioitside Sardinia, it is noteworthy the
comparison among tHeaurus nobilisleaves oil from Tunisia and Algeria that showed a
strong variability of composition related to thejeographical origin. Tunisian oils
showed a greater biological activity than the Aiger ones. It has been also
demonstrated that berries essential oilJahiperus oxycedrussp. macrocarpa, J.
oxycedrusssp. ufescengndJ. phoenicegossess a relevant antioxidant activity.



ABSTRACT

Il lavoro di ricerca portato avanti durante tuttperiodo del dottorato e stato focalizzato
principalmente sull’'estrazione, mediante tecnol@gipercritica e caratterizzazione di oli
volatili dotati di attivita biologica, nelle aspative, utilizzabili a scopo terapeutico.
Altro obiettivo perseguito € stato I'estrazionendolecole biologicamente attive e di
nutraceuticals da matrici vegetali mediante tecgialeupercritica ad alta pressione. Le
matrici vegetali studiate sono state individuate, via preliminare, sulla base di
informazioni di origine etnobotanica, principalmentra le piante endemiche della
Sardegna e di altre piante di potenziale interémseaceutico facilmente coltivabili nel
nostro clima. Si e privilegiata la tecnica di egibae mediante CO allo stato
supercritico (SFE), rispetto alle tecniche trachzilp, in quanto presenta una serie di
vantaggi: primo fra tutti 'ottenimento di estrattbmpletamente esenti da solventi e non
degradati da processi termici, di idrolisi o di dedolubilizzazione. Per la
caratterizzazione chimica degli estratti si € $ooa tecniche cromatografiche quali GC-
MS, GC-FID e HPLC. Tra i principali risultati otteth si segnala che per &alvia
desoleanal’ottimizzazione del processo SFE con £0250 bar ha permesso di ottenere
estratti con elevato contenuto in sclareolo (ffjimg) determinato mediante GC-FID
con il metodo dello standard interno. Gli estratistati su modelli di cellule umane
hanno mostrato una buona attivita antiossidantgoerotettiva. Per il germe di grano
I'ottimizzazione del processo SFE con £8250 bar ha permesso di ottenere estratti, di
elevata qualita. L’analisi HPLC e GC-FID ha evidiatz un maggior contenuto globale
di vitamina E e PUFA rispetto alle tradizionalinézhe di estrazione con solventi. L’olio
essenziale dPistacia lentiscusottenuto per SFE, testato vivo su di un modello di
stress ossidativo nella corteccia frontale delorattdotto da ischemia/riperfusione
BCCAO, ha mostrato un elevato potere protettivotrmoma perossidazione lipidica.
L'olio essenzialedi Myrtus communistestatoin vivo sui ratti, ha mostrato una buona
attivita antinflammatoria verso I'edema dell'oréocindotto da croton oil e verso il
granuloma indotto da cotton pellet. Tra le verbeeage lamiaceae sarde studiate, gli oli
essenziali ottenuti daVitex agnus-castus, Satureja thymbra, Thymus dajta
caratterizzati dal un elevato contenuto in compfestolici, hanno dimostrato di avere
una buona attivita antimicrobica e potrebbero essgili a scopo terapeutico. Il
confronto tra piante sarde e portoghd3ugleurum fruticosumSmyrnium olusatrum
Calamintha nepeta Achillea millefoliun) ha evidenziato I'appartenenza a chemotipi
differenti e che le piante sarde mostrano generaigneuna migliore attivita
antimicrobica. Tra le piante non sarde oggetto aesta ricerca si segnala che il
confronto fra estratti volatili SFE da foglie daurus nobilisprovenienti dalla Tunisia e
dall'Algeria ha mostrato una forte variabilita dingposizione associata alla provenienza
geografica e nei test di attivita biologica gli @linisini hanno mostrato differente e
maggiore attivita rispetto a quelli algerini, deotigzarne l'uso terapeutico. Gli oli
essenziali ottenuti da baccheJdniperus oxycedrussp.macrocarpae J. oxycedrussp.
rufescense J. phoeniceaprovenienti dalla Tunisia hanno mostrato di possed
un’attivita antiossidante (test radical scavenddRPH e ABTS).
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INTRODUZIONE

La vita sulla terra é stata sempre caratterizzalia gresenza di una maggioranza di
specie appartenenti al Regno Vegetale che, partdaltio forme primitive degli albori,
hanno seguito il percorso evolutivo sino a costtlienorme patrimonio di biodiversita
vegetale cosi come abbiamo oggi la fortuna di cosr@s almeno in parte. La biomassa
vegetale é stata da sempre una fonte di sostentampemaria per gli animali erbivori
ed onnivori incluso il genere umano. L'uomo perd 130 € limitato all'utilizzo delle
piante per il solo sostentamento, infatti con hp® ha cominciato ad intuire prima e
capire poi che dalle piante, opportunamente sceelépesso utilizzate nel contesto di
rituali che in un qualche modo oggi potremmo adsimia quelli“sciamanici’, si
potevano ricavare dei “rimedi”, spesso dotati da werta efficacia, da utilizzare come
medicamenti.

E in questo contesto che dobbiamo inquadrarerdvémento di resti della pianta di
efedra (contenente l'alcaloide efedrina) assienw saheletro di unffHomo sapiens
neanderthalensistatabile a circa 60.000 anni fa. Pare che circ@QDanni fa in India
fosse gia diffuso l'uso di piante ed erbe in medicanche se la prima documentazione
certa sulle proprieta ed uso dei medicamenti envéderitroviamo in Cina nell'erbario di

Shen Nung Pen che risale al 2.700 a.C. mostrdigum 1.

e

|
Soeh

REEE
o

Figura 1. Shen-Nung Pen ts'ao (erbario e ricettario medico).

Tornando all'India, il termine tradizionale per icate la medicina indiana é
ayurveda, che deriva dal sanscrito ayur (vita) @avionoscenza). Essa discende dai
Veda (i quattro libri indiani della saggezza rissiea 3000-4500 anni fa), nei quali si
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trovano anche formule per medicamenti composti daefbe, tra cui lo zenzero
(Zingiber officinalig e la cannellaGinnamomum gp

Alle origini della cultura medica occidentale pa@sso far risalire le tavolette
sumeriche di Nipur del 3000 a.C. che riportano inndi droghe vegetali e il famoso
papiro, del 1600 a.C. (figura 2a), ritrovato da fgeebers a Luxor, che in circa 20 metri
di lunghezza riporta I'esperienza di oltre un mmhée di medicina egizia. Esso
comprende 876 formule erboristiche basate su p®0@i piante, di cui quasi un terzo
compare ancora nelle farmacopee occidentali.

A Ippocrate (460-377 a.C), il piu celebre tra imgtamedici greci, si fa risalire la
prima raccolta sistematica di circa 300 specieiainte medicinali, poi ampliata a circa
600 specie con circa 4.000 formulazioni erborigicta Dioscoride Pedanio (I secolo
d.C.) tradotto in latino nel V secolo con il titalio“De Materia Medica”. in figura 2b e

mostrata una tavola di tale trattato.

(@

Figura 2. (a) Papiro Ebers, Parte della tavola XCM) Rubus fruticosusDa DioscorideDe
materia medica512 d.C. circa.

Nel periodo romano (I secolo d.C.) comparvero imptirattati di farmacognosia tra i
quali va ricordata I'opera fondamentédldistoria Naturalis” di Plinio il Vecchio e
I'opera di catalogazione dei medicamenti da pairtelaudio Galeno. In questa epoca gli
studi erano protesi verso la ricerca dehedio universale”, come la Teriaca del tempo
di Nerone, ottenuta miscelando oltre un centinaidraghe.

Nel periodo dell'oscurantismo medievale le conoaeescientifiche in occidente
rimasero custodite all'interno dei monasteri, megirsvilupparono molto rapidamente
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nel mondo arabo; solo nel tardo medioevo, graziea#fici delle repubbliche marinare
prima e della scoperta di nuovi continenti poi, grande quantita di nuove piante
commestibili e medicinali sara studiata e catalagat

La moderna nomenclatura botanica la dobbiamo ali®pmlello svedese Carl von
Linné (Linneo, 1707-1778), che tenendo conto detifattura dall'apparato riproduttore
della pianta, sviluppa una suddivisione in classdini, generi e specie del mondo
vegetale. Con l'introduzione della nhomenclaturaotiia (binomio linneo) si & potuto
classificare ogni organismo vivente.

Attualmente solo una parte abbastanza ristrettl gelpolazione umana ha facile
accesso alle cure e soprattutto ai medicinali fodailla “medicina ufficiale”; in pratica
la maggioranza dell'umanita ricorre abitualmenpesso come unica possibilita, a piante
ed erbe per curarsi con ricette tramandate comeogpatrimonio di conoscenza medica
popolare. Gli studi etnobotanici e piu in particelatnofarmacologici, hanno potuto
fornire un grande aiuto sia per la ricerca di nymwncipi attivi da utilizzare come base
di partenza per lo sviluppo di nuovi farmaci ditesi, sia per lo sviluppo di nuovi ed
efficaci fitopreparati ed il miglioramento di quelésistenti affinché una sempre
maggiore parte dell'umanita possa ricevere rispadeguate alle proprie necessita di
salute.

Nel ricco mondo occidentale industrializzato, dokeccesso alle piu moderne
tecnologie mediche e farmaceutiche non rappregartara un problema, la crescente
consapevolezza della popolazione sui rischi psalate dovuti ai moderni stili di vita e
I'affermarsi di una filosofia di comportamento ckexle nel consumo esclusivo “ail-
natural products” la logica risoluzione di ogni problema, da oltreeadl anni ha
accentuato I'interesse dei consumatori e produtEnso gli estratti naturali, come gli oli
essenziali ed i loro componenti, specialmente t&noti con tecnologiépulite” , cioe
con minimi trattamenti chimici, termici e di irraggnento, e comunque senza tracce
indesiderate del processo di trasformazione adottalla preparazione. Nel campo
farmaceutico, in particolare, la competizione @earfaci naturali e farmaci di sintesi, ha
portato ad una rivalutazione e ad una riscoperia deoga vegetale, facendo crescere,
da parte delle case farmaceutiche, l'interessatgfate/commerciale verso gli estratti

naturali da matrici vegetali.



In questo contesto, lo studio dei metaboliti seeonédstraibili da piante ed erbe si &
rivelato uno dei campi piu importanti e promettedélla botanica applicata e della
chimica moderna sia per le nuove tecniche esteadtigia per le possibilita di utilizzo di
nuove sostanze.

La Sardegna, quanto a patrimonio di biodiversigetae, presenta un contesto unico
in ambito europeo, infatti riscontriamo la presemnlzecirca 2500 specie vegetali con
circa 300 specie endemiche e circa 390 specie madllicin Sardegna, pur esistendo
una consolidata tradizione etnobotanica, non soispodibili molte informazioni
scientifiche su un cospicuo numero di specie ehamiguardo l'utilizzo e l'efficacia dei
fitopreparati in campo medicinale.

Il programma di ricerca del mio Dottorato in Sciere Tecnologie Chimiche e stato
principalmente finalizzato all'estrazione dei melabsecondari, di piante autoctone ed
endemiche della Sardegna e di altre piante di ester farmaceutico facilmente
coltivabili nel nostro territorio ed alla successigaratterizzazione della composizione
chimica e dell'attivita biologica.

Le matrici vegetali sarde da studiare sono stadviuate, in via preliminare, sulla
base di informazioni di origine etnobotanica riglaarti principalmente [lattivita
antibatterica e antimicotica). L'elenco delle nwtviegetali studiate si &€ poi esteso anche
a piante provenienti dal Portogallo, principalneerst scopo di confronto con le
omologhe sarde e dalla Tunisia ed altri paesi dajjivieb e medioriente, con lo scopo di
testare l'attivita biologica degli estratti ottendbfine, come potenziale nutraceutical,
altra matrice studiata e stata il germe di grano.

Come tecnica di estrazione e stata privilegiatespetto alla tradizionale
idrodistillazione o all'estrazione con solventi @ si € ricorso spesso solo a scopo di
confronto, l'estrazione con fluidi supercritici (Fcon diossido di carbonio GO
Questa tecnica che puo essere classificata tomtek technology”, presenta una serie di
vantaggi potenziali sulle altr#éecniche tradizionali”: primo fra tutti I'ottenimento di
estratti completamente esenti da solventi (spesswvih e non degradati da processi
termici, di idrolisi o di idro-solubilizzazione.

Sono state messe a punto condizioni di estrazibeehanno consentito di ottenere
dei vantaggi rispetto alle tecnologie tradizionsil in termini di qualita dei prodotti, che

di efficienza e d’'impatto ambientale.
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Gli estratti ottenuti, indipendentemente dalla tdogia estrattiva, appartengono quasi
tutti alla tipologia degli oli essenziali; sololreso del germe di grano e deBalvia
desoleanasi sono ottenuti anche degli estratti non volatili
La caratterizzazione chimica dei prodotti ottenétistata realizzata principalmente
mediante l'impiego della gascromatografia facendo wdi colonne con differenti
polaritd. Per la caratterizzazione qualitativa sitiéizzata la tecnica gascromatografia
accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS), treeper la quantitativa si é
principalmente ricorso alla GC-FID, anche con todedello standard ext/int. Nel caso
di frazioni con componenti ad alta massa molecotdoenon separabili in GC, per la
caratterizzazione qualitativa e quantitativa, scerso alla cromatografia in fase liquida,
LC.

Su tutti gli estratti sono stati effettuati, in latlorazione con diversi laboratori italiani
e stranieri, molteplici test miranti a determinarfgttivita biologica (antibatterica,

antimicotica, antiossidante, antinfiammatoria,.etc.

L'attivita di ricerca e stata svolta principalmenfgesso il Laboratorio di
Termodinamica e Fluidi Supercritici del Dipartimentdi Scienze Chimiche
dell'Universita degli Studi di Cagliari e pressoLéboratorio di Tecniche Analitiche
dell'l.T.1.S. “M. Giua” di Cagliari.

Altra importante collaborazione, in particolare peeraccolta e classificazione delle
specie vegetali, € stata quella con il LaboratdriBotanica Farmaceutica ed Economica
del Dipartimento di Scienze della Vita e delllAmittie (macro sezione di Botanica e
Orto Botanico) dell'Universita degli Studi di Caagli
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CAPITOLO |

Biodiversita sarda e metaboliti secondari delle piate

1.1. Flora sarda ed etnobotanica

1.1.1. La flora e la vegetazione della Sardegna

La Sardegna €& un vero mosaico di paesaggi vegetali
naturali, ognuno dei quali &€ caratterizzato da thispe
peculiari che lo differenziano dagli altri, anche s
topograficamente vicini. Le cause di tali differersono
da attribuire alla privilegiata posizione geografic
dell'isola al centro del mediterraneo, ma sopréitatle
condizioni di isolamento nel quale lisola si viewae
trovare a partire dal Miocene inferiore e che hanno
determinato la differenziazione genetica di spetie

pertanto risultano uniche al mondo.

Un altro elemento che ha influito in maniera de@si
sulla composizione floristica della Sardegna euddyo climatico, dato dall’alternarsi di
due stagioni, una caldo-arida e una freddo-umiddeficit idrico estivo rappresenta il
principale fattore limitante e costringe la flord ana serie di adattamenti strutturali e
funzionali.

| primi studi sulla flora della Sardegna risalgaila seconda meta del ‘700 ma é solo
nei primi anni dell’800 che ha inizio un’indaginstematica su tutto il territorio isolano.
L’'autore di tale lavoro fu il Moris il quale diedédta ad un’opera dal titolo “Flora
sardoa” che, sebbene incompleta, fu fondamentaldapeonoscenza del patrimonio
vegetale dell'isola e che stimolo ulteriori e pppeofondite ricerche. Da quel momento
in poi il contributo di numerosi botanici delle uarsita sarde e in particolare le indagini
effettuate dall’Arrigoni [1] hanno consentito difoiére lo stato delle conoscenze attuali

della flora sarda.
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La Sardegna ospita circa 2500 entita specifichariduite in una superficie totale di
24000 kni. Per meglio capire il concetto di “unicitd dellré sarda”, risulta utile
precisare quello di endemismo.

Per piante endemiche si intendono tutte quellagernBgetali capaci di riprodursi e
vegetare, allo stato naturale, esclusivamente ibienti ristretti e aventi areali di
distribuzione limitati: alcune specie vivono in &ita puntiformi mentre altre
possiedono un areale piu ampio riferito ad un paldre territorio, oppure esteso anche
ad altri territori ad essa limitrofi. Un arealetr&tto puo dipendere da vari fattori come
una limitata tolleranza rispetto alle variazionitaemtali, la diminuzione della capacita
concorrenziale, le variazioni paleogeografiche eoppued € questo il caso della
Sardegna, la presenza di barriere geografichepgicble o biologiche che impediscono
la dispersione e la diffusione di una determinatcee.

Le condizioni di isolamento prolungato hanno deteatdo per numerose entita
(soprattutto quelle piu polimorfe) una differenieae morfologica e genetica in risposta
alle condizioni ambientali, tale da produrre fenant speciazione.

Ancor piu, la presenza di vere e proprie “isolel'isela”, ossia di zone ancor piu
isolate caratterizzate da peculiari condizioni matimatiche, spiega la grande
biodiversita vegetale della Sardegna.

Le specie endemiche indicate da Arrigoni sono 208a il 10 % della flora totale,
anche se tale numero € destinato ad accrescergiepsivamente in risposta ai piu
recenti studi filogenetici e tassonomici [2]. Siopaltresi notare che molte specie
presenti in Sardegna sono presenti anche in ComsalBArcipelago Toscano e nelle
Isole Baleari.

Definire in modo preciso la distribuzione e le pgewuita della vegetazione sarda
costituisce un’ardua impresa. In modo molto senwalib possiamo affermare che |l
principale habitat vegetazionale della Sardegnappresentato dal paesaggio della
foresta del leccio e dalle successive tappe dala degradazione nella macchia
(costituita da formazioni sempreverdi, di origingelsa e molto eterogenee nonostante
il loro aspetto quasi uniforme) e successivameatia igariga (distese, aride e sassose, in
terreni quasi desertici e calcarei, sia costiee gfontani, popolati da complessi arbusti
bassi). Altro importante habitat alquanto divecsifo, € quello rappresentato dalla

vegetazione della zona costiera.
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1.1.2. La tradizione etnobotanica

La ricerca etnobotanica é stata un qualificato féidadile punto di partenza per la
predisposizione delle farmacopee popolari dappror@e modelli terapeutici su base
empirica e successivamente, quali basi di partpaz#lidentificazione di specie vegetali
con comprovate proprieta fitoterapiche. | prin@givi vegetali con significativa attivita
farmacologica oggi in commercio sono molteplici ®myengono in buona parte da
guesto tipo di indagine mirata. Tuttavia, per urtaceeriodo il farmaco di sintesi, di piu
comoda e semplice reperibilita, ha soppiantatacibreo al rimedio naturale, con il
rischio che il patrimonio culturale relativo allilizzo dei vegetali nel’automedicazione
andasse perso per sempre. Attualmente si assiste \d@dace dibattito che ha portato ad
una rivalutazione e ad una riscoperta della droggetale con la convinzione, non
sempre vera, che il naturale &€ sempre migliorenourmue “meno dannoso”.

L’'uso delle piante, in toto o parte di esse, € amema pratica attuale in quelle realta
nelle quali il quadro socio-economico, la storidaegeografia del territorio hanno
contribuito a determinare una situazione di evideisblamento. Tale fenomeno di
“chiusura” ha avuto l'effetto di consolidare il gagrto tra 'uomo e I'ambiente naturale
che lo circonda.

E’ questo il caso della Sardegna, nella quale derche hanno messo in evidenza
'esistenza di una consolidata tradizione etnologgnin particolare nei centri
dell'interno dove vengono custodite negli usi e o@stumi le piu antiche tradizioni e
dove non si € mai spenta quella affezione profalldaproprie modalita di cura. Nella
tradizione popolare sarda € documentato I'utiliazeario titolo di oltre 800 piante.
Nella maggior parte dei casi sono conosciuti degjli sull'uomo e gli animali, sia come
medicinali in senso stretto, sia in associaciopeatiche religiose e/o magiche [3].

In Sardegna e stato messo in evidenza la presenmaritco contingente di specie
vegetali suscettibili di interesse farmacologicelle@ circa 2500 specie presenti sul
territorio isolano ben 397 sono riconosciute conegitinali e 20 sono inserite nella XI
Edizione della F.U.l. in quanto riconosciute offiali in senso stretto.

In Sardegna vegetano molte specie note in fitoigrapali ad esempio [Rigitalis
purpureal., la Gentiana luteda.., il tasso Taxus baccatd..), I'Hypericum perforatum

L., la Saponaria officinalid_., la cui raccolta intensiva fece temere, in pgsuna loro
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estinzione. Attualmente, grazie ad una minore atbere verso certi impieghi
terapeutici, ma soprattutto grazie ad una maggiegblamentazione dell’attivita di
raccolta delle specie spontanee, alcune di questgephanno potuto riconquistare gli

spazi originali e andare a costituire popolameatirali di una certa consistenza.

15



1.2. | metaboliti secondari delle piante

1.2.1. Il metabolismo vegetale

Tutti gli organismi vegetali, anche se tra loroatsi per forma, organizzazione ed
adattabilitd allambiente, per i differenti proceskiochimici legati al proprio
metabolismo, utilizzano un numero piuttosto linotdt sostanze.

A. Kossel (1891) distinse il processo metabolicprimario e secondario (figura 3).

* Il metabolismo primario, o di base, comprende tutte le vie necessaridaper

sopravvivenza delle cellule.

» | prodotti delmetabolismo secondariosono sostanze spesso presenti solo in

alcuni tipi di cellule specializzate e differeneat non sono necessarie per le

cellule stesse, ma sono utili alla pianta nel siseeme.

co,
l Photosynthesis

PRIMARY CARBON METABOLISM

Erythrose- / \ 3-Phospho-

4-phosphate Phosphoenolpyruvate Pyruvate glycerate
(3-PGA)
Tricarboxylic Acetyl CoA
acid cycle
Ly
Aliphatic
1 amino acids
Shikimic acid Malonic Mevalonic MEP
pathway acid pathway| | acid pathway||pathway
v
Aromatic
amino acids
Nitrogen-containing
secondary products
Y v
» | Phenolic Terpenes
compounds

SECONDARY CARBON METABOLISM

Figura 3. percorsi metabolici primari e secondari nel Reyegetale.

Dalla definizione appena citata potremmo affermare, a partire dalla fotosintesi
clorofilliana, tutti i processi, di biosintesi diomposti e della loro successiva
degradazione, legati alla vita cellulare costitaisz il metabolismo primario. In realta i

16



vegetali spesso sintetizzano una varieta di compigiramente maggiore di quella
necessaria al solo metabolismo primario. Possiaemsgre al metabolismo secondario
come alla biosintesi di questi composti che avviatgaverso vie metaboliche

utilizzando prodotti intermedi del metabolismo paio che, per differenti cause (es: per
un’'imperfezione biochimica o per un normale proodssiologico), si accumulano nelle

cellule vegetali.

I metabolismo secondario pud variare da specigegis vegetale ed € condizionato
da fattori ecologici (relativi all'ambiente) e geite (relativi al vegetale) e puo dar luogo
a differenti metaboliti secondari che si formanevaentemente durante il periodo di
accrescimento del vegetale, cioe quando le trasfnioni metaboliche raggiungono la
massima attivita.

Le sostanze di interesse (principi attivi) contennéi vegetali possono appartenere
sia ai metaboliti primari (proteine, lipidi, poliszaridi), che ai metaboliti intermedi come
acidi organici, ma in particolare ai metaboliti sedari (terpeni, fenilpropanoidi,
flavonoidi, alcaloidi, glicosidi,...); gruppo congrdente i principi attivi piu interessanti

da un punto di vista farmacologico.

1.2.2. Oli essenziali

1.2.2.1. Caratteristiche generali

Tra le sostanze con attivita biologica estraibdile piante, gli oli essenziali sono
quelle che rivestono un ruolo economico e strategiolto importante. Il termine olio
essenziale viene abitualmente attribuito alla essetella pianta una volta estratta, e
quindi costituisce la vera e propria preparaziaheso farmaceutico.

Secondo la norma AFNOR NF T 75-006 dell'ottobre7l38quanto restrittiva, I'olio
essenziale "ain prodotto ottenuto a partire da una materia pimegetale, sia per
distillazione con vapore, sia con dei processi raaad a partire dall'epicarpo dei
Citrus, sia per distillazione a secco. L'olio esgale € poi separato dalla fase acquosa
per mezzo di processi fiSicE a causa di questa norma che gli estratti otienediante

altri metodi come ad esempio l'estrazione medid@@ supercritico, che spesso
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presentano aspetto, caratteristiche chimico-fisieheomposizione analoga, vengono
genericamente definiti come “estratti volatili”. Neavoro svolto in questa tesi le due
tipologie di estratti vengono considerati entramibi, senso piu ampio, come “oli

essenziali ottenuti per ...” messi confronto almm di evidenziarne analogie e
peculiarita.

Gli oli essenziali sono miscele complesse di cormipasatili, liquidi e solidi che si
ritrovano nelle strutture vegetali cui conferiscotiodore caratteristico. | principi
aromatici compaiono nelle parti verdi della piafitedai primi mesi di vita e continuano
ad accumularsi, fino al principio della fioritufslan mano che la fioritura progredisce il
loro processo di formazione rallenta. Gli oli esgaln si trasferiscono, per diffusione,
dalle foglie agli steli, dove sono contenuti n&roplasti (principali organuli cellulari ad
azione fotosintetica) e dagli steli alle infioreisze o ai frutti.

All'interno della cellula vegetale gli oli esserzgono contenuti nelvacuoli, cavita
di forma tondeggiante nel quale sono riversatrotjotti secondari" del metabolismo. Le
strutture secretive, che elaborano l'olio esseazglpresentano differenti e specializzate
a seconda della famiglia cui appartiene la piadt&][ Nelle LamiaceaeLavandula

spp.,Origanumspp. eMenthaspp.) sono elaborati nei peli secretori (figura 4)

Cuticule

Secretory cells

Figura 4. Tricomi ghiandolari, presenti sulla superficie ffage.

Nelle RutaceaeQytrus spp.) e nelle Myrtacead=calyptusspp.) gli oli essenziali

sono riversati in tasche lisigene o schizogenei(ficp)
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Figura 5. Tasca lisigena nel pericarpo@ytrus

Nelle Pinaceae, nelle Hyperycaceae, nelle Asteeaeeaelle Apiaceae gli oli si
ritrovano nei tessuti secretori (figura 6).

Figura 6. Tessuti secretori.

La localizzazione degli oli essenziali nelle vap@rti della pianta (fiori, frutti semi,
steli, corteccia, radice,....) differisce notevohtee a seconda del tipo di specie ed in
particolare si accumulano: nelle fogli®avia officinalisL., Lamiaceae), nei fioriosa
spp., Rosaceae), nei fruttCirus aurantiumL. var. dulcis L., Rutaceae), nei semi
(Prunus amygdaluStok. varamaraFocke, Rosaceae).

Si deve tener conto che nel caso gli oli essengiatio contenuti in differenti organi
della medesima pianta, la loro concentrazione eposimione puo variare notevolmente.

Durante il ciclo vitale della pianta le essenze anot di continuo la propria
composizione chimica in base alla stagione, alladmoni climatiche, all'annata.
Questa variabilita si riscontra talvolta anche imnpe della medesima specie,
appartenenti pero a chemotipi diversi. Percio,igmte destinate all'estrazione dell’olio

essenziale dovrebbero essere raccolte solo inndeeti periodi dellanno e dello
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sviluppo vegetativoperiodo balsamicp in corrispondenza dei quali la concentrazione
delle essenze di interesse & massima.

Data la loro larga diffusione nei vegetali € moftmbabile che gli oli essenziali
rivestano importanti funzioni nella vita vegetatpjali la protezione contro piante o
animali nocivi, I'azione repellente o di richiamerggli insetti impollinatori.

Lipotesi sulla funzione biologica degli oli ess@lz € ancor oggi una questione
controversa; in quanto contrasta con I'opinionéud tra i botanici, secondo la quale gli
oli essenziali sono “scorie fisiologiche” al paeagdi alcaloidi.

Nonostante cio resta sicuramente da consideranpditanza dell’utilizzo degli oli
essenziali da parte dell'uomo: noti da millennigtug scopo medicinale o come incensi,
profumi o aromi, sono tra i prodotti piu pregiatiemibili dalle piante: svolgono un ruolo
importante nel rendere piu gradevoli le pietanzellonstimolare I'appetito, nel
coadiuvare la digestione; costituiscono la materiaa per la formulazione dei profumi;
vengono loro attribuite una serie di proprieta ghano da quella antisettica a quella
antinevralgica e cicatrizzante, che giustificanonkaderna pratica dell’aromaterapia, che
prevede la cura delle malattie e lo sviluppo déeppiale umano tramite I'utilizzo di oli
essenziali; infine gli estratti per i quali esiste riconoscimento ufficiale della loro
attivita biologica, trovano applicazione in camponiaceutico.

Dal punto di vista chimico-fisico, gli oli essenizipresentano spesso caratteristiche
simili: la densita, salvo qualche rara eccezio@irfamomum zeylanicyntannella,
calamo), e inferiore a quella dell'acqua, per egpoee alla luce tendono a resinificare,
sono solubili in quasi tutti i solventi organicigeneralmente pochissimo solubili in
acqua (anche se alcuni costituenti ossigenati pr@se una solubilita in acqua non
trascurabile), sono volatili a temperatura ambidatdifferenza dagli oli "fissi"), hanno

elevato indice di rifrazione ed esibiscono attivtéca.
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1.2.2.2. Composizione chimica

Gli oli essenziali sono miscele complesse di cormmoganici volatili:

» Composti contenenti solo C e H, cioe idrocarbufatti, aromatici e terpenici

e Composti contenenti C, H e O, tra cui alcoli, afiiilechetoni, acidi, eteri, fenoli,..
(delle serie alifatiche, aromatiche e terpeniche).

Gli idrocarburi comprendono alcani, alcheni, compoasromatici e terpenici
(tipicamente mono, sesqui e diterpenici).

| composti ossigenati sono responsabili delle ratedifferenze riscontrabili tra le
varie essenze e di solito sono contenuti nelleidrazoiu solubili. In alcuni casi solo
alcuni dei costituenti sono responsabili delle ttarestiche olfattive, come nel caso
dell'olio di Eucalyptusspp. (Myrtaceae) che e costituito principalmergid8-cineolo.
Nella maggior parte dei casi, invece, le pecul@aratteristiche di un'essenza sono
determinate dalla presenza, in particolari rappdrticoncentrazione, di oltre cento
componenti. Un'elevata presenza di composti osatggrer un olio essenziale é
normalmente considerata come fattore di pregiooRaanerosi e poco diffusi sono i
composti azotati e solforati.

Alcuni costituenti possono essere sintetizzati ggatd da materie fornite dalla
distillazione del carbon fossile e da derivati petrolio. Tra i principali prodotti chimici
impiegati nell'industria dei profumi vi sono aldeidcinnamica, vanillina e alcool
fenilacetico.

Tra gli idrocarburi presenti nei vegetali, i compogerpenici sono prodotti di
condensazione dell'unita isoprenic,a/lv\// CsHg (2-metil-1,3-butadiene).

I monoterpeni contengono 10 atomi di carboniosgséerpeni 15, i diterpeni 20 ed i
triterpeni 30.

Le canfore sono dei derivati ossigenati dei terpgomo molto volatili, cristallizzano
con estrema facilita ed hanno odore gradevole. éVististanze odorose inoltre sono
contenute nella struttura vegetale legate a gldcasisuccessivamente liberate per
idrolisi enzimatica, per essere trasferite in dsegparti della pianta.

| terpeni costituenti un‘essenza all'interno dellauttura vegetale sono soggetti a

reazioni secondarie. Questo puo spiegare la vatiedarivati con la medesima struttura
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ma con configurazione diversa. | componenti di lim @ssenziale possono anche subire
trasformazioni chimiche nel corso dello sviluppdlalgianta; alcuni di essi possono
essere | precursori dei prodotti che caratterizzioim essenziale durante il periodo
balsamico. Inoltre si & constatato che variaziaiiancomposizione dell'olio essenziale
ottenuto in differenti periodi di raccolta possomssere spiegate attraverso delle
trasformazioni biogenetiche dei suoi costituengi [7

Esperienze cliniche dimostrano come le essenzetiging, cioe riproduzioni di
laboratorio di essenze delle quali si conosce tapmsizione chimica, molto spesso, pur
riproducendo in modo accettabile le caratteristichfattive, se utilizzate in campo
farmacologico, non presentano la stessa efficaciattevita di quelle naturali.

Evidentemente anche i costituenti presenti in awIgono un’azione significativa.

1.2.2.3. Problematiche di estrazione

Dato che gli oli essenziali sono elaborati in qitanéstremamente variabile e sono
generalmente costituiti da numerose sostanze, ltal caratteristiche chimiche e
fisiche differenti, la loro estrazione deve esseffettuata con metodi appropriati. E
necessario evitare qualunque processo che posséaa@lle caratteristiche chimiche
dei costituenti I'olio. | prodotti naturali, in ogmrcaso, contengono un gran numero di
composti chimici e lo stesso materiale, se vieattato con diversi solventi, fornisce di
regola prodotti differenti.

Spesso i processi di estrazione sono precedutindastadio di concentrazione del
materiale di partenza, che nel caso di prodottetagpud contenere dal 60 al 90 % di
acqua. Questa procedura deve essere eseguitadizionn non drastiche onde evitare
modificazioni dei composti da estrarre. Si hanrivagiioni molto diverse a seconda che
si tratti di foglie, fiori, bucce, radici, cortecoesemi.

La temperatura a cui viene condotto il processmol'di solventi, la presenza di
ossigeno e la durata del trattamento, generalmedteono modificazioni piu 0 meno
profonde nei prodotti ottenuti rispetto ai materidi partenza. Anche il grado di
comminuzione del materiale ha una considerevoleenka sul processo di estrazione.

by

Pertanto il problema della separazione di compdatiprodotti naturali non & stato
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ancora risolto in maniera del tutto soddisfacesfeecialmente nel caso di composti
molto volatili e/o termolabili. Inoltre, a secondtel metodo di estrazione adottato,
sostanze pectiche, coloranti e cere vegetali paessontaminare I'olio essenziale che

deve essere sottoposto a depurazione prima diegssgresso al consumo.

1.2.3. Biosintesi
1.2.3.1. Terpeni

| terpeni, costituenti principali degli oli essealzi comunemente chiamati “essenze”,
sono ampiamente diffusi sia nel regno animale rsiguello vegetale sotto la forma di
sostanze all'apparenza differenti ma tutte accoteudalla stessa struttura base, tutti
riconosciuti come multipli del composto 2-metil-h@tadiene o isoprene.

L'idea avanzata da Wallach [8] fu che i terpenessero origine dalle specie C5. La
regola dell'isoprene fu estesa nel XX secolo daifsin e Rutzicka [9] e prevede che la
composizione degli oli essenziali non sia purameaiguale ma che i loro costituenti
siano termini geneticamente collegati da catenehmoiche che procedono da un
comune metabolita fondamentale, I'isoprene appuntppssano anche inserirsi in altri
processi vitali della cellula.

Secondo lipotesi di questo schema generale siywatb composti di notevole
attivita dai quali per reazione a catena si formdmopolimeri, quali gomma e
guttaperca, oppure per semplice concatenamenta-f{e=ta o testa-coda) si ottengono i
composti aciclici delle serie terpeniche mostmatiabella 1.

Gli studi sinora condotti [10] hanno consentitodamprensione del meccanismo
biosintetico mostrato in figura 7. |l prodotto dirgenza é l'acido acetico che, attivato dal
coenzima A e con l'intervento di uno specifico erejdopo molteplici passaggi, genera
l'acido (3R)-3,5-diidrossi-3-metilpentanoico, meglnoto come acido mevalonico
(figura 8), oggi ritenuto la "chiave di volta" delbiogenesi dei terpeni. Infatti per tutte le
molecole genitrici indicate nella tabella 1, conmeirgcia la teoria di Ruzika, si identifica
come precursore comune a tutti i terpeni l'acideatanico, dal quale si ottengono tutte
le altre molecole attraverso varie reazioni metahel di condensazione, ciclizzazione,

funzionalizzazione e riarrangiamento.
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Figura 8. Vie di biosintesi dei terpeni.
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Serie terpeniche Molecola | Presenza nellg

genitrice piante
taif
Cs neaa*/“ w IPP e DMAPP Oli
Hemi-  2-Methylbutane 2-Methyl-1,3-butadiene
(Isoprene)
tail . .
Cio GPP Oli, petali

head
Mono-  26-Dimethyloctane

Cis /k/\)\/\)\/ FPP Oli, resine, petal
Cao )\/\)\/\/I\/\*/ GGPP Oli, resine, legng

Di- 2,6,10,14-Tetramethylhexadecane (Phytane)

Cys GFPP Oli, resine, legng

head
Sester- 2,6,10,14,18-Pentamethylicosane

tail Resine, legno,

C Squalene
30 g .
tail cera delle foglie

Tri- 2,6,10,15,19,23-Hexamethyltetracosane (Squalang)

Tutti i tessuti
tail

040 x N N LN x X Fitoene verdi, radici,
tail .
Tetra-  y,y-Carotens petali
(Cs)n W Lattice, cera
l:or:)y(;nes all-trans-Polyisoprene (Guttapercha) IPP e DMAPP delle foglie

Tabella 1. Serie terpeniche e loro presenza nelle matriogtzdig

La prosecuzione nel percorso di biosintesi, atisaveina serie di reazioni, permettera
di ottenere i composti precursori della classe idegiiterpenoidi, il DMAPP (3,3-
dimetilallil pirofosfato) e I'lPP (isopentenil pifosfato).

I DMAPP, il quale & un ottimo agente alchilantedpperdere facilmente il gruppo
pirofosfato per formare un carbocatione allilicald carbocatione subisce un attacco
nucleofilo da parte di una molecola di IPP. Daltmadensazione di DMAPP e IPP si
forma il geranilpirofosfato (GPP) che € il precuesdi tutti i monoterpeni (figura 9).

Attraverso un meccanismo analogo si ha la condemsaztra DMAPP e una
molecola di GPP dalla quale ha origine il farnesifpsfato (FPP), precursore dei

sesquiterpeni.
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GPP

Figura 9. Meccanismo di biosintesi del GPP precursore deiataypeni.

Nel meccanismo di reazione mostrato in figura 1@\wdenzia la formazione delle

molecole genitrici delle varie classi terpeniche.

IPP
. A%EH/\OPP A oPP B
N L Wl s
GPP NPP
NS

DMAPP

Monoterpeni (Gg)

OFB
Ci0+ Cs H.oM l — _ E— Sesquiterpen
| | (C15)
PP oPP
FPP

PPAD)
V\_/\
Cis+GCs ( _— ——> Diterpeni
| A H (CZO)
X OPP oPP ‘e l
5

Sesterterpeni

(C2s)

Ci5+ Cis ——  Triterpeni e Steroidi (go)

Coot Cyp —>  Tetraterpeni (carotenoidi) (fg)

Figura 10. Meccanismo di biosintesi del GPP precursore deiaterpeni.

| terpeni idrocarburici per idratazione danno dgioéi corrispondenti quali geraniolo,
Cio; farnesolo, G@s geranilgeraniolo, ¢ etc.. Da questi per deidrogenazione,
idrogenazione, ciclizzazione, condensazione testa@ coda-coda e trasposizione si

origina la molteplicita terpenica.
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1.2.3.2. Fenilpropanoidi

Questi composti costituiscono un’ampia classe didetti di origine naturale,
chiamati anche “fenoli delle piante” per la presedzuno o piu gruppi ossidrilici. Sono
contraddistinti da un anello di tipo fenilico cuilégato un gruppo propionico e
costituiscono una classe molto ampia di prodotturadi la cui origine biosintetica é
negli amminoacidi aromatici quali fenilalanina (PHE& tirosina (TYR) a loro volta
prodotti della via biosintetica dello shikimato,ecfornisce una via alternativa per la
produzione di amminoacidi aromatici che e impiegdd@apiante e microrganismi, ma
non da animali. Bisogna pero da precisare che afeaoli, come ad esempio il timolo
ed il carvacrolo, non hanno origine dalle vie hwsiiche appena indicate ma
provengono da un altro percorso biosintetico che trrigine day-terpinene:

y-terpinene —» p-cimene —>» timolo e/o carvacrolo.

Nella struttura chimica dei fenilpropanoidi sonoegenti generalmente gruppi
ossigenati quali quelli idrossilici, metossilicnzetilendiossilici. Tra essi possiamo citare
'acido cinnamico ed i suoi derivati, I'acido caffe, I'acido ferulico, lI'acido p-
cumarico, le cumarine, i cromoni. L'acido cinnamgiogenera per eliminazione di una
molecola di ammoniaca dalla catena laterale delf@nilalanina, mentre la stessa

reazione nella L-tirosina porta alla formaziond’deldo 4-cumarico (figura 11).

eliminazione E2

CcoLH di ammoniaca COLH

NH, &
PAL
—-

L-Phe acido cinnamico

O ossidrilazione L L e o
2 serie di reazioni di ossidrilazione e metilazione

NADPH
COH COH CO.H COsH CO,H COH
NH> e e s P e
0, 02
SAM
NADPH SAM NADPH
—_— PR —— .
HO MeO MeO OH MeO OMe
OH OH OH OH OH OH
L-Tyr acido 4-cumarico acido catfeico acido ferulico acido sinapico
(acido p-cumarico)
CH>OH CH-,OH CH,OH
F F =
alcol 4-idrossicinnamilico alcol coniferilico alcol sinapilico
(alcol p-cumarilico) MeO MeO OMe
OH OH OH

Figura 11. Meccanismo di biosintesi dei fenilpropanoidi.
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La cinnamaldeide (figura 12) € il principale comeote dell'olio dalla corteccia della
cannella Cinnamomum zeylanicurhauraceae), molto usata come aroma. La corteccia
fresca contiene elevate quantita di acetato diaciile, e la cinnamaldeide é liberata da
questa dai processi di fermentazione usati per r&pgrazione commerciale della
corteccia, presumibilmente per idrolisi enzimaticpartecipazione di una aldeide-alcol

ossido-reduttasi reversibile.

OCOCH;

56 &

cinnamaldeide acetato di cinnamile

anetolo

MeO MeO 0 MeO OMe
OMe OH it OMe

estragolo eugenolo miristicina elemicina
(metilcavicolo)

Figura 12. Alcuni dei fenilpropanoidi di interesse.

Le foglie della cannella contengono una grande tpaadi eugenolo che e anche |l
principale componente dell'olio di chiodi di ganoda (Syzygium aromaticum
Myrtaceae), usato per molti anni sia come anestetntale che come aroma. L'anetolo
e il principale componente dell'olio essenzialarice e di finocchioRimpinella anisum
e Foeniculum vulgare Umbrelliferae). La miristicina, contenuta nellace moscata

(Myristica fragrans Myristicaceae), € un ulteriore esempio di derivdgtyallilfenolo.
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1.2.4. Altri composti estraibili

Nelle matrici vegetali, oltre gli oli essenzialipgsono essere contenuti molti altri
composti come gli acidi grassi e loro esteri m@tilnoti con I'acronimo FAME, gli
alcaloidi, sostanze colorate quali caroteni, ednenfcumarine, psolareni, steroli e
flavoni. Molte di queste sostanze rivestono paldiimportanza per l'attivita biologica
e sono ampiamente utilizzate anche in campo famti@oe sia come molecole di
origine naturale, sia come base di emisintesigperoduzione di farmaci sintetici.

In particolare, durante una parte del lavoro di, tésttenzione € stata rivolta anche
verso i “nutraceuticals”, basati sul paradigma ‘@eirare con il cibo” e divenuti oggi
molto attuali, anche al di fuori degli ambiti steehente terapeutici, alimentando il
fiorente ed appetibile mercato degli integratommaintari e dei cibi arricchiti in principi

attivi.

1.2.4.1. Vitamina E

BN

Il tocoferolo € un nutriente vitaminico essenzielevitale per 'uomo, un potente
antiossidante liposolubile, presente in molti vafig€blio di germi di grano, di arachidi,
di oliva, di germi di mais, di girasole e di linaj)a anche negli alimenti di provenienza
animale (carne, latte e derivati, tuorlo d'uovb)otoferolo € uno dei principali composti
che vengono detti vitamina E. In natura i compdstiominati vitamina E in sono otto,
derivati del 6-cromanolo con quattro gruppi metilegati all'anello aromatico e con una
catena laterale isoprenoide a 16 atomi di carbosatyra od insatura, in posizione 2,
dotati di struttura chimica comune ed aventi Rat#i biologica della vitamina E.

A seconda della presenza di una catena satura samtura, questi composti,
rappresentati in figura 12, vengono divisi in duepgpi:

* itocoferoli @By d)

* itocotrienoli @ By 8, un tempo detti vitamina T)
Questi ultimi, infatti, presentano tre doppi legasulla catena isoprenoide. La

disposizione dei gruppi metilici permette di digtiere i singoli composti delle due

classi. Biologicamented-tocoferolo € la forma piu potente ed attiva.

29



Tocopherols and Tocotrienols

m"c* a3 LI fin Baina - i
a (CH 7] oozl s .
'-\3/ \/

l e 2
\1= i

Figura 12. Gli otto composti costituenti la famiglia dellgaimina E.

La struttura dei tocoferoli presenta tre centrchliralita (su C2, C4 e C8), mentre i
tocotrienoli uno solo (C2). Poiché la vitamina Boeesente in otto forme, per poter
effettuare valutazioni comparative tra esse sirrecall’'uso deiTocoferolo Equivalentd

delleUnita Internazionali(Ul).

1 Tocoferolo Equivalente = 1 mg RRR-Tocoferolo5UW| = 2 mgp-Tocoferolo =
3 mgy-Tocotrienolo = 10 mg-Tocoferolo

L' a-tocoferolo e un olio liquido di colore giallo palb, insolubile in acqua, stabile al
calore e agli alcali, ma sensibile ai raggi UV & agenti ossidanti

La principale attivita biologica riconosciuta alatamina E € quella di potente
antiossidante; contrasta in sinergia con il glotagi la perossidazione degli acidi grassi
a livello della membrana plasmatica cellulare. Uresfa azione di contrasto ai radicali
liberi, conosciuta come'scavenging free radicals”, vengono prodotti i radicali
tocoferolo e tocoferossili che vengono neutralizzialla vitamina C con successiva

rigenerazione della vitamina E. Interviene anchi&rsviluppo della muscolatura e del
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tessuto connettivo. Viene definita anche vitamiméisterilita in quanto agisce sulla
secrezione degli ormoni sessuali maschili e femimi@ontribuisce alla formazione e
salute dei globuli rossi. In sinergia con la vitamiC protegge la cute dall'azione dei
raggi solari UVA e UVB.

La vitamina E viene assorbita a livello dell'iniest tenue. Nel fegato viene attuata
una selezione preferenziale d@itocoferolo che viene incorporato nelle lipoprogein
epatiche. Il metabolismo del tocoferolo é assdiolexd esso viene eliminato nelle feci,
sotto forma dia-tocoferilidrochinone axr-tocoidrochinone, e nelle urine sotto forma di
acido tocoferonico

Situazioni di carenza di vitamina E nell'uomo adurtt condizioni normali sono rare e
si manifestano solo in casi di malassorbimento loetadipoproteinemia; cid comporta
I'insorgenza di una sindrome neuro-degenerativa reeuropatia periferica associata a
miopatia necrotizzante ed atassia celebrale. Nemate invece, specie se prematuri, si
puo avere una carenza primitiva dovuta a scareevadessutali conseguenti al modesto
passaggio trans-placentare di tocoferolo.

Attualmente la vitamina E € molto utilizzata coneenfia di farmaco ma ancor piu
come integratore alimentare, per contrastare kitsguazioni di stress ossidativo, legate
a patologie, fattori ambientali o al tipo di attévisvolta, in cui I'organismo umano si

viene a trovare.

1.2.4.2. Acidi grassi poliinsaturi (PUFA)

Gli acidi grassi presenti in natura si distinguoindhase all’assenza o alla presenza di
doppi legami, in saturi e insaturi. Gli acidi grassaturi, a loro volta, si differenziano in
monoinsaturi o in poliinsaturi in relazione al numei doppi legami presenti nella loro
molecola (figura 13).

L’atomo di carbonio metilico situato all’estremiti@lla catena idrocarburica opposta
al carbossile € indicato come carbonio “n” oppusd. “Il primo doppio legame degli
acidi grassi poliinsaturi si trova di solito tra gtomi di carbonio 9 e 10 e tutti i doppi
legami hanno configurazione cis. Inoltre, il sistedei doppi legami &€ sempre di tipo

non coniugato.
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MONOINSATURI

Figura 13. Classificazione degli acidi grassi.

La classificazione piu usata degli acidi grasshpeein considerazione la posizione
del primo doppio legame a partire dal carboaiose, ad esempio, il primo doppio
legame si trova in corrispondenza del terzo atoimoabonio (a partire dal carbonig),
I'acido grasso apparterra alla classe degli “n-Bpure ‘w-3"; se il doppio legame si
trova, invece, in corrispondenza del sesto atontadionio, sara chiamato “n-6” oppure
“w-6". Secondo la convenzione normalmente seguitaddalinoleico e indicato come
9,12-ottodecadienoico oppure 18:2;9,12 dove i nusegparati dai due punti indicano
rispettivamente il numero degli atomi di carboniguello dei doppi legami mentre gli
altri numeri ne indicano la posizione.

Le strutture degli acidi grassi poliinsaturi (PUFBl importanti sono riportate in
figura 14. In particolare I'acido linoleica-6 (18:2), il linolenicow-3 (18:3) e in misura
minore anche l'arachidonico>6 (20:4) sono classificati come EFA acidi grassi
essenziali per 'organismo umano, che non e ingdadiosintetizzarli. Data la notevole
importanza rivestita dagli EFA, considerati fattoritamino-simili, spesso queste
sostanze vengono commercializzate come integrataddizionate a numerosi alimenti
comunemente presenti nella dieta.

Gli acidi grassi poliinsaturi sono infatti precunsodi importanti metaboliti

(prostaglandine e leucotrieni), regolano i lipidnatici contribuendo a ridurre il livello
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di colesterolo e come componenti dei fosfolipidnfawiscono fluidita alle membrane
biologiche. Lapresenza in serie di doppi legami, infatti, corsfegi una minore rigidita
alla catena carboniosa dei PUFA rispetto agli ogalgaturi

HO — — — Gruppo
5 3 matile
Acido alfa-linclendco (ALA, C18:3, omega-3)
HO . . . . .
3
o
Acido elcosapentaenclco (EPA, C20: 5, omega-3)
HO — —— —— — _3
O
Acido docosaesencico [DHA, C22:6, omega-13)
HO . .
&
s ]
Acido Nnoleico (LA, C18:2, omega-&)
HO . _ . .
[
o
Acido arachidonioo (A8, C20:4, omega-6)

Figura 14. Acidi grassi poliinsaturi pit importanti.

Per quanto riguarda l'utilizzo dei PUFA a scop@peutico, negli ultimi anni sono
stati condotti vari studi, sia sperimentali su nmbdanimali, sia clinici, che hanno
dimostrato i numerosi effetti favorevoli dei PUFA3n Il primo effetto biologico
individuato e stato quello ipotrigliceridemizzanteSuccessivamente sono stati
evidenziati gli effetti antiaggregante, antiatenatbotico e di recente, quello
antiaritmogeno.

Gli acidi grassio-3 riducono la pressione arteriosa sia in soggatti, sia in pazienti
affetti da ipertensione arteriosa attraverso divexasccanismi e sono utilizzati sia come
farmaci nella terapia post-infarto, che nella prezvviene primaria della cardiopatia
ischemica e della morte cardiaca improvvisa. Unarfiondamentale e svolto dai PUFA
n-3 anche per il normale sviluppo delle funziometeali.
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CAPITOLO I

L'attivita di ricerca

2.1. L'organizzazione del lavoro sperimentale

L'attivita ricerca svolta nel corso del dottorato figuardato molteplici attivita e si &
articolata in piu fasi:
* Ricerca sulle piante endemiche della Sardegna emssaboliti secondari di
interesse farmaceutico.
« Ottenimento degli estratti.
» Caratterizzazione chimica.
» Valutazione e caratterizzazione dell’attivita bigitta degli estratti.

+ Analisi dei risultati.

Fase 1. Indagine etnobotanica e raccolta delled@dam utilizzare

Questa e stata la fase iniziale propedeutica altdgsnento dell'intera attivita di
ricerca. Inizialmente si €& partiti con un’indagise dati di etnobotanica esistenti,
completata da una parallela indagine bibliograficdta a individuare un set iniziale di
piante sarde (non solo endemiche, sia spontaneecaligate) che potesse fornire
prodotti di trasformazione con potenziale attiviiologica. Sono state fatte delle
ricerche sulla distribuzione geografica (fondamiemésmte nel bacino mediterraneo) di
alcune delle piante precedentemente identificaeppterle comparare con quelle sarde
sia dal punto di vista della composizione chimika dell'attivita biologica. Si € scelto di
inserire nella lista anche alcune piante, non pr@rdi 0 non presenti in Sardegna,
potenzialmente interessanti.

L'attivita € proseguita con la raccolta e la deteamione sistematica (nel caso delle
specie spontanee) delle specie individuate, aldirdisporre di una sufficiente varieta e
quantita di biomassa su cui sono stati effettuittamenti preliminari e che poi e stata
utilizzata nella fase di estrazione. La lista dellente effettivamente studiate all'interno
del mio lavoro si € evoluta dinamicamente durantangparte del periodo di tesi
soprattutto in funzione dei primi risultati ottenué delle possibilita reali di

approvvigionamento dalle differenti aree geogradiaiei periodi stagionali scelti.
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Fase 2. Estrazione dei principi attivi

Il processo di ottenimento degli estratti, dallere provenienti dalla fase 1, é stato in
genere preceduto da uno stadio di essiccazionendtdriale di partenza, eseguito in
condizioni non drastiche onde evitare modificazidei composti da estrarre, seguito da
macinazione. Gli estratti ottenuti e studiati rioad per la quasi totalita nella tipologia
degli estratti volatili / oli essenziali e soloakcuni casi si sono ottenuti degli estratti piu
pesanti (assimilabili a concrete).

La scelta delle tecnologie di estrazione da utlieze stata ispirata, per guanto
possibile, alla ricerca di tecnologie pulite cortestrazione con diossido di carbonio in
fase supercritica che ci ha permesso di otteneraylsiestratti volatili, che quelli piu
pesanti. Sono state spesso utilizzate, sopraitottte confronto, tecnologie tradizionali
come lidrodistillazione per ottenere gli oli esz@i e in qualche caso anche
I'estrazione con solventi per gli estratti piu pasaTutti gli estratti ottenuti sono poi
stati utilizzati nelle fasi di caratterizzazionelldecomposizione chimica e dell'attivita
biologica.

Fase 3. Caratterizzazione chimica degli estratti

BN

La caratterizzazione della composizione chimicalidegtratti ottenuti € stata
realizzata fondamentalmente attraverso l'impiegteciiche gas-cromatografiche (GC-
FID e GC-MS), in qualche caso si e ricorso anche @omatografia in fase liquida
(HPLC).

Fase 4. Valutazione e caratterizzazione dell’affigiologica

Gli estratti ottenuti, sono stati anche oggettovalutazione dell'attivita biologica,
realizzata in collaborazione con piu laboratotiata e stranieri, mediante saggivivo
e in vitro capaci di evidenziare differenti proprieta comenti@ssidante,
antinflammatoria, citotossicita, attivita antibaitta e antimicotica.

Fase 5. Analisi dei risultati

| risultati ottenuti sulle singole matrici vegetalipartire dalla fase di estrazione e per
le fasi successive, sono stati continuamente aggktanalisi ed utilizzati anche come
feedback allo scopo di migliorare I'attivita digica.

Al termine dell'attivita sperimentale e di trattartee dati, i risultati ottenuti ritenuti
scientificamente interessanti sono stati utilizpati la stesura di articoli pubblicati o in
via di pubblicazione su riviste scientifiche intarronali di settore.
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2.2. Le specie vegetali studiate

Nella tabella sottostante sono elencate le spesyetali oggetto dell'attivita di ricerca;
sono specificate anche la provenienza, tecnicheestiiazione, tecniche analitiche
utilizzate e tipo di attivita biologica testata.

Specie vegetale Provenienza T. T. Analitica Att. Bio.
Estr
Salvia desoleana Sardegna (Monti) SFE,|GC-MS, GC-FID |Antiossidante
(Lamiaceae) [11] HD
Pistacia lentiscus Sardegna (zona nord) SFE |GC-MS, GC-FID, |Antiossidante
(Anacardiaceae) [12] HPLC
Myrtus communis Sardegna (Sarrabus) HD |GC-MS Antinfiammatoria
(Myrtaceae) [13]
Thymus capitatus Sardegna (Sadali) SFE |GC-MS, GC-FID |Antimicrobica
(Lamiaceae) [14]
Rosmarinus officinalis| Sardegna (Sadali) SFE |GC-MS, GC-FID |Antimicrobica
(Lamiaceae) [14]
Lavandula stoechas |Sardegna (Sadali) SFE |GC-MS, GC-FID |Antimicrobica
(Lamiaceae) [14]
Satureja thymbra Sardegna (Cagliari) SFE,|GC-MS, GC-FID |Antifunginea
(Lamiaceae) [15] HD
Vitex agnus-castus | Sardegna (Ogliastra) SFE,|GC-MS Antifunginea
(Verbenaceae) [16] HD
Bupleurum fruticosum| Sardegna (Ogliastra), SFE,|GC-MS, GC-FID |Antifunginea
(Apiaceae) [17] Portogallo (zona centro) |HD
Smyrnium olusatrum |Sardegna (Ogliastra), SFE,|GC-MS, GC-FID |Antifunginea
(Apiaceae) [18] Portogallo (zona centro) |HD
Calamintha nepeta | Sardegna (Ogliastra), SFE,|GC-MS, GC-FID |Antifunginea
(Lamiaceae) [19] Portogallo (Coimbra) HD
Achillea millefolium |Sardegna (Sadali), SFE,|GC-MS, GC-FID |Antifunginea
(Asteraceae) [20] Portogallo (Serra de HD
Montemuro)
Laurus nobilis Algeria (Akfadou) SFE,|GC-MS Antimicrobica
(Lauraceae) [21] Tunisia (differenti zone) |HD
Juniperus phoenicea |Tunisia (differenti zone) |[HD |GC-MS Antiossidante
[22], J. Oxycedru$23]
(Cupressaceae)
Daucus carota Tunisia (zona umida e zon&FE,| GC-MS Antimicrobica
(Apiaceae) [24] sub-umida) HD
Stachys yemenensis | Yemen (Ashmor) SFE,|GC-MS, GC-FID |Antimicrobica
(Lamiaceae) [25] HD
Altre matrici vegetali studiate
Germe di grano [26] |Sardegna SFE,|GC-FID, HPLC Studio sui
SE nutraceuticals
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Di seguito sono riportate, in forma sintetica,daede botaniche relative alle singole
specie studiate.

NB: i dati relativi al nome vernacolare e agli utilinella medicina popolare si
riferiscono esclusivamente alla Sardegna.

*| Salvia desoleana Atzei & Picci (Salvia di Desole)

" Famiglia: Lamiaceae
Nome vernacolare:Luccaia manna, Salvia bona, Salvione.
&1 Descrizione botanica: Pianta erbacea perenne suffrutticosa,
vigoroso, alta anche fino a quasi 2 m, rivestitauda fitta
peluria. L'intera pianta, ma in particolare le feglemana u
forte aroma pungente. Foglie verdi-biancastrerdsd al tab,
I a lamina ovata con margine irregoteante ondulato e crena
1 | fiori, bianchi o rosa,sono riuniti a verticilli in spicast
, terminali ramificati, lunghi 30 + 40 cm. Frutto tathenio.

Habitat: Pradilige i luoghi soleggiati, indifferente al substrala si rinviene dal livell
del mare fino a circa 300 m di altitudine.

Fenologia: Fiorisce in tarda primavera fino all'estate indlra

Utilizzi nella medicina popolare: Il decotto di foglia, zuccherato come antipireti
Per uso esterno la foglia viene impiegata comenfatnmatorio topico.

Dati sulla raccolta: Campioni, provenienti da coltivazioni nella zona/bnti (SS,
Sardegna, Italia), sono stati forniti dal ConsoRiticinerbe Sardinia.

- Pistacia lentiscus L. (Lentisco)

Famiglia: Anacardiaceae

" Nome vernacolare: Chessa, Listinchinu, Scovili, Modditzi

. Descrizione botanica:Arbusto sempreverde molto ramificato
'« € contorto. Foglie paripennate, lucenti e coriacEari

| unisessuati e privi di corolla portati su pianteedse. | frutti

-~ sono delle drupe dapprima rosse, poi nerastn@aturita,

| contenenti un solo seme.

g &V -=#% Habitat: Tipico componente della macchia mediterraneai lo s
y s s W rinviene dalle zone costiere fino agli 800 m s.I.m.

Fenologia:Fiorisce tra marzo e maggio.

Utilizzi nella medicina popolare: Il decotto delle radici veniva impiegato nella cura
della scabbia; quello delle foglie € un disinfetta@pidermico ed é utile nella cura della
foruncolosi. La resina essiccata e polverizzataivgerusata in infuso contro la
dissenteria e nella cura del raffreddore. Dallechacdi otteneva un olio che veniva
impiegato in cucina quale surrogato dell’olio duali

Dati sulla raccolta: Campioni, provenientila raccolta di vegetazione spontanea r
zona di Monti (SS, Sardegna, Italia), sono stathifo dal Consorzio Officinerb
Sardinia.
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Myrtus communis L. (Mirto)

Famiglia: Myrtaceae

Nome vernacolare:Murta, Murtizzu, Muta

Descrizione botanica:Arbusto cespuglioso sempreverde che
| raggiunge i 3 m di altezza. Foglie opposte, owadijacee e
lucide. Fiori bianchi posti all’ascella delle foglill frutto é
una bacca nero-bluastra contenenti molti semi @emit

Habitat: Cresce in associazione con altre tipiche piantia de
macchia (cisto, lentisco, asparago) soprattuttgdurlitorali e
fino a 500 + 600 m di altitudine.

Fenologia: Fiorisce da maggio a luglio.

Utilizzi nella medicina popolare: Le foglie, in infuso, stimolano la digestione, han
proprieta balsamiche e antinflammatorie. Per useres la stessa droga trova impiego
come antisettico, nella cura della psoriasi, delghe e delle ustioni. | frutti, in infuso
e decotto, hanno proprieta astringenti e rinfreican

Dati sulla raccolta: Campioni raccolti da vegetazione spontanea nellaa zdel
Sarrabus (CA, Sardegna, Italia). Identificati nabbratorio di Botanica Farmaceutica
del Dipartimento di Scienze della Vita e delllAmitie, Botanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (voucher514 Herbarium CAG).

Thymus capitatus (L.) Hoffmanns & Link (Timo arbustivo)

Famiglia: Lamiaceae

Nome vernacolare:Tumu, Timu, Tumbu

Descrizione botanica:Pianta arbustiva di piccole dimensit

(20 + 60 cm), legnosa e tormentosa. Foglie rid@teminate

e molto profumate. Fiori rosa in infiorescenze tieat ricche.

Frutto tetrachenio.

§ Habitat: Predilige ¢ ambienti aridi e soleggiati delle zo

prossime al litorale, dove diventa spesso una deltleponent

¥ principali delle garighe. E possibilesservarlo ad altitudir
fino a 600 m, in particolare su substrati calcarei.

Fenologia: Fiorisce da maggio a luglio.

Utilizzi nella medicina popolare:il decottodelle fogli veniva usatoane antipireticc
nelle febbri malariche, come antinflammatorio deal@ orale.

Dati sulla raccolta: Campioni raccolti da vegetazione spontanea neltea zb Sadal
(CA, Sardegna, ltalia). Identificati nel Laboratordi Botanica Farmaceuticdel
Dipartimento di Scienze della Vita e dellAmbientBptanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (voucherX066 Herbarium CAG).
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Rosmarinus officinalis L. (Rosmarino)

Famiglia: Lamiaceae

Nome vernacolare: Cipari, Gramasinu, Ramasinu, Zippi
Tipiri, Spiccu

Descrizione botanica: Arbusto sempreverde cespuglio
fortemente aromatico. Fusti legnosi e ramosissoom foglie
opposte, lineari, coriacee, scure supenente e chiare sul
pagina inferiore. Fiori con corolla azzuwmletta, riuniti in
spighe terminali. Il frutto e un tetrachenio.

Habitat: Comune in Macchie e Garighe, dal livello del ma
800 m d’altitudine.

Fenologia: Fiorisce da marzo a settembre.

Utilizzi nella medicina popolare: Il decotto delle foglie veniva usato nella curd
mal di testa, del mal di stomaco, dellasma, dbHanchite e, per uso esterno ver
impiegato contro la calvizie. L'infuso fatto corofii e foglie e utilizzato comé&enitivo
per i dolori mestruali e i malesseri influenzaliire che come antisettico, diureticc
antispasmodico intestinale; quello preparato solo icfiori € stimolante, tonico ed
usato contro le malattie respiratorie.

Dati sulla raccolta: Campioniraccolti da vegetazione spontanea nella zona dialE
(CA, Sardegna, ltalia). Identificati nel Laboratordi Botanica Farmaceuticdel
Dipartimento di Scienze della Vita e dellAmbientBptanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (vouched 891 Herbarium CAG).

¢ Lavandula stoechas L. (Lavanda selvatica)
#/ Famiglia: Lamiaceae

Nome vernacolare:Stecade, Buredda,ggula aresti, SpigL
Alhemissa

A 4 Descrizione botanica:Cespuglio perenne ramoso, alto fin
1 m. Fusto Iegnoso mfenormente con foglle Ilméalnceolate

Habitat: Vegeta in ambienti di macchia argga, dal livello del mare fino a 700 m
altitudine.

Fenologia: Fiorisce da aprile fino alla tarda estate, a seaat@l’altitudine.

Utilizzi nella medicina popolare: L’infuso delle cime fiorite € impiegato nella cutal
mal di testa, delle affeziona carico dell’apparato respiratorio (tosse, blote;
laringite), come antiasmatico e nella cura degditist'ansia; esternamente trc
impiego come antiparassitario, antisettico e dzzante.

Dati sulla raccolta: Campioni raccolti da vegetazioneosgpanea nella zona di Sad
(CA, Sardegna, ltalia). Identificati nel Laboratordi Botanica Farmaceuticdel
Dipartimento di Scienze della Vita e dellAmbientBptanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (vouched 867 Herbarium CAG).
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Saturgja thymbra L. (Santoreggia Sarda)

Famiglia: Lamiaceae

Nome vernacolare:lsopu, Issopu

Descrizione botanica: Pianta arbustiva, pelosa, legnosi
aromatica. Fusti rossastri. Foglie oblungdimeari, con apic
acuto. Fiori rosa in infiorescea sferiche distanziate. Fru
tetrachenio.

Habitat: Predilige i substrati rocciosi di natura calcameegli
ambienti aridi, fortemente soleggia#i caldi, delle garigh
. costiere. Vegeta dal livello del mare fino a 60@inaltitudine.
L ] ' 4 Fenologia: Fiorisce da aprile a maggio.

Utilizzi nella medicina popolare: Per via interna € impegata come antisettico, tnic
stimolante, sedativo dello stomaco e diuretico;i@resterna, in infuso, per favorire
cicatrizzazione di ferite e piaghe.

Dati sulla raccolta: Campioni raccolti da vegetazione spontanea nelte ztel Colle
S. Michele a Cagliari (Sardegna, Italia). Idengficnel Laboratorio di Botanic
Farmaceutica del Dipartimento di Scienze della ¥itdellAmbiente, Botanica e Orto
Botanico dell'Universita degli Studi di Cagliawofucher n.1079 Herbarium CAG).

Vitex agnus-castus L. (Agnocasto)

Famiglia: Verbenaceae

= Nome vernacolare: Sammuccu de arriu, Pipiri sard
% Sambucu de frumene.

® Descrizione botanica:Arbusto con fusto eretto (1 + 5 m)

® lanceolate e acute. | fiori, disposti in pannocdiligapice dei
rami, hanno corolla viola. Il frutto € una baccaandivisa in
logge, contenenti ciascuna un solo seme.

Habitat: E’ molto diffusa ungo gli argini dei fiumi, ma anct
in siepi ed incolti. Cresce dal livello del maredia 500 m.

Fenologia: Fiorisce da aprile ad agosto.

Utilizzi nella medicina popolare: Il decotto delle foglie veniva usato esternam
come disinfettante di ferite @brasioni; quello dei fiori € impiegato come disiitdinte
oftalmico; i frutti, essiccati e polverizzati troxeno impiego, in infuso, come calmante.
Dati sulla raccolta: Campioni raccolti da vegetazione spontanea nellaa
dellOgliastra (OG, Sardegna,talia). Identificati nel Laboratorio di Botani
Farmaceutica del Dipartimento di Scienze della ¥itdel'Ambiente, Botanica e Orto
Botanico dell'Universita degli Studi di Cagliawofucher n.1126 Herbarium CAG).
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Bupleurum fruticosum L. (Bupleuro cespuglioso)
Famiglia: Apiaceae
8% Nome vernacolare:Linna pudescia, Lau crapinu.

#94 Descrizione botanica:Arbusto sempreverde con fusto ert

e ramoso. Foglie ellittico lanceolate. Fiori in arlke
¥ terminali. Frutto diachenio.
. Habitat: Specie eliofila con spiccata tendenza calcicaia
8 osservabile anche su granito. Pur prediligend@é#arostiere
® la si rinviene anche nellimmediato entroterra, aone
B8 rocciose e riparate fino a circa 1000 m di altibedi

Fenologia: Fiorisce da giugno ad agosto, i fruttiaturanc
subito dopo.

Utilizzi nella medicina popolare: Il decotto di radice e di fusto come antireumatico
Dati sulla raccolta: Campioni sardi raccolti da vegetazione spontanda mena di
Baunei (OG, Sardegna, lItalia). Identificati nel bedtorio di Botanica Farmaceutica
del Dipartimento di Scienze della Vita e delllAmitie, Botanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (voucheb680 Herbarium CAG).

Campioni portoghesi raccolti da vegetazione sp@#anella zona di Cerca di S.
Comba (Portogallo centrgle Identificati nel Laboratorio di farmacognosia llde
Facolta di Farmacia dell’'Universita di Coimbra,ygber n.LS355).

s  Smyrnium olusatrum L. (Corinoli comune, Macerone)
Famiglia: Apiaceae

Nome vernacolare:Alisandru, Appiu cuaddaru, Macerroni.
Descrizione botanica: Pianta erbacea biennale, colorazi
generale verde scuro. Fusto eretto (30 + 120. droyglie
pennatosette. Forma infiorescenze ad omiratm lungh
peduncoli a molti raggi. Frutti diacheni

= Habitat: Specie mderatamente umbrofila, cresce lur
“I'y strade e siepi dove si raccoglie 'umidita. Vege#a livello
del mare fino a 700 m di altitudine.

Fenologia: Fiorisce da gennaio a maggio.

Utilizzi nella medicina popolare: La foglia e ritenuta antiscorbutica, il fta e ritenutc
carminativo.

Dati sulla raccolta: Campioni sardi raccolti da vegetazione spontanda mena di
Baunei (OG, Sardegna, lItalia). Identificati nel bedtorio di Botanica Farmaceutica
del Dipartimento di Scienze della Vita e delllAmitie, Botanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (voucheb66 Herbarium CAG).

Campioni portoghesi raccolti da vegetazione spa#arella zoa di Cerca di S. Beni
(Portogallo centrale). Identificati nel Laboratorith farmacognosia delladeéolta di
Farmacia dell'Universita di Coimbra, (voucher n.6883
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~ Calamintha nepeta (L.) Savi (Nepetella, Mentuccia)
Famiglia: Lamiaceae

. Nome vernacolare:Bragamonti, Menta aeresti, Nepida

| Descrizione botanica: Specie erbaceperenne, suffruticos.
aromatica. Fusti ascendentbn foglie a lamina ovale
romboidale e a margine leggermente seghettatoi [Fiiczoli
di colore rosa violaceo. | frutti sono delle cajpsul

Habitat: Specie eliofilag presente sui costoni rocciosi e ai
in prevalenza sui terreni calcarei, da quote médisse fino i
1500 m di altitudine..

Fenologia: Fiorisce dalla tarda primavera fino ad ottobre.

Utilizzi nella medicina popolare: L'infuso delle parti aeree stimola la digestioneyre
ottimo stomachico e un buon espettoearer via esterna la foglia viene utilizz
come vulneraricicatrizzante, come antalgico su punture di vespagai e comi
risolvente-epitelizzante nelle bruciature.

Dati sulla raccolta: Dati sulla raccolta: Campioni sardi raccolti da vegetazic
spontanea nella zona di Baunei (OG, Sardegnag)lt@ampioni portoghesi raccolti
vegetazione spontanea nella zona di Vilarinho dexdB&Coimbra, Portogallo).
campioni sono stati identificati nel Laboratorio @otanica Farmaceuticalel
Dipartimento di Scienze della Vita e dellAmbientBptanica e Orto Botanico
dell'Universita degli Studi di Cagliari, (vouched©82 Herbarium CAG).

Achillea millefolium L. (Millefoglio)

Famiglia: Asteraceae

Nome vernacolare:Erba de veridas, Erba de gorpu apértu.

¢ Descrizione botanica: Pianta erbacea perenne con fi

& semplice (50 + 60 cm) e foglie bipennatoselii@ghe, asse
§ frastagliate in segmenti lineari acuti, hanno odem@matico.

#¢ capolini fiorali, di colore bianco e rosato, sonocpli e riuniti

2% in vistosi corimbi. Produce un frutto, l'achenio.

Habitat: E' diffusa,dalla pianura fino alla montagna, nei pr

b lungo i sentieri, negli incolti. Cresdeene nei climi tempere

o temperato freddi. Il suolo, preferibilmente beerdto,pud

essere sia acido che calcareo.

Fenologia:La fioritura avviene da giugno a settembre.

Utilizzi nella medicina popolare: Per via esterna viene utilizzata come astringente-

emostatica, per disinfettare e rimarginare feragetaplio, nelle piaghe e nelle rage
Per via intera come antispasmodico, antifermentativo, antidiaoroantiartritico €
depurativo epatico.

Dati sulla raccolta: Campioni sardi raccolti da vegetazione spontanda mena di
Sadali (CA, Sardegna, Italia). Campioni portoghascolti da vegetazione spante
nella zona di Serra de Montemuro (Portogallo cég)trédentificati nel Laboratorio ¢
farmacognosia della Facolta di Farmacia dell'Ursiardi Coimbra.
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Laurusnobilis L. (Alloro)

Famiglia: Lauraceae

; Nome vernacolare:Lavru, Alloru, Lauru, Lau.

Descrizione botanica: Pianta arborea sempreverde dio
| aromatica. Infiorescenze a piccoli ombrelli ascell&iori
| bianco-giallastri.

Habitat: Vegeta in tutta I'area delllivo, sia spontaneo ct
naturalizzato o coltivato. Predilige un clima noroppo
asciutto e caldo. Cresce dal livello del mare #0800 m d
altitudine.

Fenologia:La fioritura avviene da marzo ad aprile

Utilizzi nella medicina popolare: Largamente utilizzato in infuso o decao
principalmente come antalgico, antispasmodico, dageptico, balsamico-bechico-
espettorante, decongestionante, antireumatico.

Dati sulla raccolta: Campioni di foglie raccolte in Algeria nella zowa Akfadou
(latitudine 36 40 81" N, longitudine 4 35 16" E); in Tunisia nei siti di Ain Drahera
Elkhassa(latitudine 3656’ 57, longitudine 08 51 34"). | campioni sono sta
identificati dal Prof. S. Bouzid (Department de Biologie, Facultes dsciences c
Tunis)

R 5. niperus oxycedrus ssp.macrocarpa (Ginepro coccolone)

#" Famiglia: Cupressaceae

Nome vernacolare:Ajacciu, Zinnipiri de arena

. Descrizione botanica: Arbusto o alberello sempreverc

=7\ A Rami penduli. Foglie aghiformi. Infiorescenze malsck
"-\‘xx femminili, di norma, su piante diverse. Frutto gadbbruno-

.= violaceo.

Habitat: Eliofila e xerofila deisubstrati sabbiosi dove puo (

luogo a vegetazione impenetrabile. Difficiimentelooizza

terreni distanti dalla costa e totalmente privicdmponentt

sabbiosa.

Fenologia: Le infiorescenze compaiono a fine inverno e i fruttaturano I'amo
successivo.

Utilizzi nella medicina popolare: Al frutto (infuso, estratto o marmellata) ere
riconosciute proprieta diaforetica, diuretica, @ntipica, antiasmaticanticatarrale
antimalarica. Per via esterna come antireumatictisettico e anticongestionantellde
vie respiratorie.

Dati sulla raccolta: Frutti maturi e immaturi raccolti in Tunisia deeegplari femmina
in 4 differenti siti: Hawaria (37_ 300N, 11 03CG#tjtudine: 29 m), Tabarka (36_
570N, 10_ 350E, altitudine: 66 m), Dkhila (36_ 11@N 260E, altitudine: 502 m),
Kbouche (36_ 130N, 8 340E, altitudine: 3649 mgalmpioni sono stati depositati
presso I'erbario del Laboratorio di Farmacognosilad-acolta di Farmacia, Monastir,
Tunisia (vouchers: JOM1, JOM2, JOM3, JOM4, JORDRJ).

43



Famiglia: Cupressaceae

Nome vernacolare:Nibadu, Zinnibiri masedu.

&, Descrizione botanica:Arbusto o albero sempreverde. R
# estremi completamente ricoperti dalle foglie. Fe

* squamiformi embricate. Fiori maschili e fermitii portati su

- Habitat: Eliofila, indifferente al substrato nelle zone e,
nell'interno predilige i suoli calcarei dove vegetmo a
700 + 900 m di altitudine.

Fenologia: Le infiorescenze compaiono a febbramarzo; i frutti maturano lI'ann
successivo e possono restare sulla pianta penpiu a

Utilizzi nella medicina popolare: Al decotto dei ramierano riconosciute proprie
diuretica e eutocitica. E conosciuto I'uso ancheewermifugo e antisettico.

Dati sulla raccolta: Frutti maturi e immaturi raccolti in Tunisia da egdari femmine
in 3 differenti siti:Rimel (36° 50’ N, 9° 35’ E), Makthar (35° 49' NOB° 17’ E) e Jbe
Mansour (36° 15’ N, 9° 50’ E). | campioni sonotst@epositati presso |'erbarioet!
Laboratorio di Farmacognosia della Facolta di Faieyavionastir, Tunisia (vouchetr
JPR1, JPR2, JPM1, JPM2, JPIM1, JPIM?2).

Daucuscarota L. (Carota selvatica)

Famiglia: Apiaceae

Nome vernacolare: Canna ‘e ingia, Aligaglia campina,
Pestianga, Pubusone, Bastunaga, Frustinaca, Arriga
Descrizione botanica:Pianta biennale, a volte perenne, con
radice carnosa ed ingrossata. Il fusto € generaémegloso,
semplice e leggermente ramoso nella parte supericee
foglie basali sono pennato-partite, le cauline safterne.
L’infiorescenza e un’ombrella costituita da picctiri quasi
sempre bianchi, a volte rosa. | frutti sono degheni ovali
con coste munite di setole e aculei uncinati.

Habitat: Vegeta negli incolti, nei prati, lungo le strade genere negli ambiendridi
sino a 1400 m di altitudine.

Fenologia:Fiorisce da aprile a ottobre.

Utilizzi nella medicina popolare: Le radici vengono impiegate per uso esterno nella
cura delle dermatiti, delle ustioni e delle piagimgerite sono utili come astringente e
diuretico. Il decotto e l'infuso dei semi hanno fieta carminative, diuretiche e
digestive.

Dati sulla raccolta: Campioni raccolti In Tunisia in due differerzibne bioclimatich
nella zona di Sejnane (umida) e Tunisi (sub-umida)oucher (n: COI00033068 e
CAG 625)sono depositati nell’erbario del Dipartimento dit&wica dell’Universita o
Tunisi.
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Stachys yemenensis Hedge
Famiglia: Lamiaceae

Dati sulla raccolta: Le foglie sono state raccolte, da piante di veziete spontanea,
nel distretto di Ashmor (Hajah, Yemen). | campisano stati identificati da Mr Hassan
M. Ibrahim del Dipartimento di Botanica, FacoltaStiienze dell'Universita di Sana’a,
Yemen, e depositati presso il Dipartimento di Farogmosia dell'Universita di Sana’a
(voucher: S. yemenensis, YMP — La 13).
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2.3. Il processo di estrazione

2.3.1. Trattamenti preliminari

Le piante appena raccolte normalmente possiedoralemato grado di umidita (dal
60 al 90 % di acqua) che ne impedisce sia la ceazeme che l'immediato utilizzo
nelle estrazioni SFE e pertanto e necessario gredksso di estrazione sia preceduto da
uno stadio di concentrazione del materiale di padeper ridurre il tenore diJ fino a
circa il 10 %.

La procedura di essiccazione deve essere eseguiiandizioni non drastiche onde
evitare modificazioni dei composti da estrarre.eSscelto di operare a temperatura
ambiente lasciando asciugare le matrici vegetaloaali con ventilazione naturale per
un periodo di 6 - 8 giorni.

Le matrici essiccate sono poi state triturate, deeta massima cura di evitare
surriscaldamenti che potrebbero alterarne la coinjpo®, mediante dei robot da cucina
Malavasi (MagicSet3) e Moulinex, (mod. La mouliegttAttraverso la vagliatura con
setacci, I macinati sono stati poi suddivisi in edse frazioni. Quella avente

granulometria nell’intervallo 300 + 8Q@m é stata avviata alla fase di estrazione.

2.3.2. Panoramica sulle tecniche di estrazione

Fin dall'antichita I'uvomo ha sviluppato e perfeatin molteplici metodi per
trasformare le matrici vegetali in funzione dei feliénti impieghi in campo
farmaceutico, cosmetico ed alimentare. La sceltia decnica di estrazione ottimale e
influenzata da numerosi fattori come la specificiedla pianta, le differenti parti che si
intendono utilizzare (es. radici, corteccia, foglfeutti,...) ed il particolare specifico
utilizzo dell'estratto. In generale & possibileeafiare che dalla stessa matrice vegetale,
sottoposta a differenti processi di estrazion@tt®ngono estratti che possono differire
anche notevolmente per aspetto, composizione chieilcattivita biologica [27] come

evidenziato in figura 15.

46



SE s> WD @

' AQUEOUS
: I dry| fresh L}’ TINTURE
+ _|[ALCOHOLIC é

+[7_TINTURE P Y

: [ _ESSENTIAL ]

. @ OLEORESIN oL

E Yy * )
@ -------- CONCRETE VO%’?I'LE POMADE *-

ALCOHOLIC
‘_ SOLUTION
ABSOLUTE EXTRAIT - | WAXES

-

O solvent <> process E product

Figura 15. Schema delle differenti tipologie di prodotti ofitdh in funzione del metodo di
estrazione: distillazione sotto vuoto, VD; estraBocon solvente, SE; macerazione, M;
estrazione con fluidi supercritici, SFE; idrodistdione, WD; distillazione in corrente di vapore,
SD; estrazione mediante grassi, FE; spremituras@ibilizzazione, SOL.

Le tecniche di estrazione tradizionalmente utiliezgono principalmente basate sulla
spremitura a freddo, l'estrazione con solventi ediktillazione. Pur se largamente
diffuse, queste tecniche, spesso presentano deginvenienti come la degradazione
chimica dei componenti ad opera del calore (distitine ed estrazione con solventi a
caldo) o per idrolisi (distillazione e macerazi@aeguosa), o0 la presenza indesiderata di
residui di solvente nell'estratto come nel casdediazione con solventi. In tabella 2
sono riportate le principali applicazioni delleniehe tradizionali.

In tempi relativamente recenti, al fine di ridurgé inconvenienti delle tecniche

tradizionali e di ottimizzare gli aspetti legatiaisti energetici e all'impatto ambientale,
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sono state sviluppate numerose moderne tecnichatte® che possono essere
raggruppate in tre principali categorie: tecnichalal spazio di testa, distillazioni
modificate ed estrazioni con solvente modificatene riportato in tabella 3.

Tecnica Principali varianti Applicazioni specifiche

Spremitura | Cold Pressing Oli essenziali dal pericarpo di agrumi

(Citrus)

Destructive Distillation Prodotti di degradazionguqiperus
oxycedruy

Vacuum Distillation Estratto volatile da soluzioni alcoliche

Distillazione

Water Distillation ) . . . .
Oli essenziali da diverse matrici vegetali

Steam Distillation

Macerazione Tinture varie da diverse piante
(alcolica, acquosa)
Estrazione _|Enfleurage Estratto volatile (fiori di gelsomino,
con solventi | (a freddo, a caldo) rosa, arancio)
Soxhlet (ciclica a caldo) Estratti pesanti (in funzione della

matrice e del solvente)

Tabella 2. Tecniche tradizionali di estrazione.

Una parte delle moderne tecniche di estrazionecater{es. tecniche headspace) sono
utilizzate principalmente a fini analitici e trov@scarso impiego nei processi industriali,
per contro, un processo innovativo come l'estrazioan fluidi supercritici SFE ha
trovato impiego industriale nella decaffeinizzazatel caffé.

Nell'attivita di ricerca si e scelto di utilizzatecniche di estrazione applicabili a
processi produttivi e che, almeno in parte, siaems#bili alle problematiche energetiche
e di impatto ambientale.

In considerazione anche del fatto che la tipolagigli estratti da ottenere € costituita
principalmente da oli essenziale e solo marginatenda frazioni meno volatili, la scelta
e ricaduta per le tecniche tradizionali sull'idsitliazione (Clevenger) e sull'estrazione
con solventi (Soxhlet), mentre per le tecniche moele@ basso impatto ambientale si &
scelto di utilizzare I'estrazione con g8upercritico che, grazie alla facile modulabilita

del potere solvente, consente di ottenere sialadni volatili sia quelle piu pesanti.
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Tecnica Principali varianti
Static Headspace, SHS

Spazio di testa Dynamic Headspace, DHS

Headspace - Solid Phase Microextraction, HS-SPME
Solid — Phase Aroma Concentrate Extraction, SPACE

Accelerated Distillation

Hydrodiffusion

Microwave - Assisted Process, MAP
Distillazione modificata |Compressed Air Microwave Distillation, CAMD

Solvent-Free Microwave Extraction, SFME

Microwave Hydrodiffusion and Gravity, MHG

Microwave - Assisted Hydrodistillation, MAHD
Ultrasound - Assisted Extraction, UAE
Accelerated Solvent Extraction, ASE
Continuous Subcritical Water Extraction, CSWE

Extraction by liquid carbon dioxide

Estrazione con solvente
modificata

Supercritical Fluid Extraction, SFE

Tabella 3.Moderne tecniche di estrazione.

2.3.3. Idrodistillazione

E il processo piu utilizzato, in tutte le sue vatiaper la produzione di oli essenziali.
| componenti gli oli sono quasi totalmente immidcidlo stato liquido in acqua, spesso
termolabili e hanno temperature di ebollizione cogsp tra 150 e 250 °C. L’ebollizioe

avviene a bassEgrazie all'apporto alla pressione totale datovdpbre d'acquay:

Piot = Pat+Ps......... +Py

P.t= pressione totald?, , Ps pressione parziale dei componenti A e B

II materiale di partenza, a contatto diretto catdua, € soggetto a temperature
intorno a 100 °C. Si ritiene che lI'acqua in qugstacesso svolga una triplice funzione:
'acqua calda ammorbidisce il materiale e penetrasum interno agevolando la
fuoriuscita dei componenti solubili; il vapore djaa ricondensando sulla superficie del

materiale fornisce il calore latente di vaporizoa® ai componenti volatili e
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contribuisce fortemente alla pressione totale gralla sua pressione di vapore. Dopo la
condensazione del vapore, l'olio e I'acqua torra@hessere immiscibili e possono essere
facilmente separati Questo processo puo indurreifitlogl per riarrangiamento di
composti termolabili [28]. Inoltre, la presenzaadgua puo indurre la parziale idrolisi di
alcuni composti e solubilizzare i composti aveptubilita in acqua non trascurabile. Le
essenze particolarmente delicate vengono distidlgieessione ridotta in modo da essere
soggette a temperature inferiori.

Le estrazioni sono state eseguite secondo la FapeacEuropea [29], a partire da
100 g di matrice vegetale, con un apparato di Gpevenger (figura 16) per la durata di
4 ore. Gli oli ottenuti sono stati anidrificati chi&SO, e conservati in vials, a 4 °C, per

le analisi successive.

Caratteristiche idrodistillatore di clevenger

Cono femmina SN 20/32 \

400 mm

| —
- ono maschio SN 20/32 - //J’T‘

4 Volume interno
Liebig 25 ml

Figura 16. Apparato Clevenger per idrodistillazione.

2.3.4. Estrazione con solventi

bY

L'estrazione con solventi organici € normalmenibzmata per estrarre composti a
piu alto peso molecolare rispetto all’estrazionecorrente di vapore e per trattare
prodotti termolabili. Questa si realizza mediante dlistinti processi: prima si esegue
I'estrazione vera e propria da cui si ottiene urscefa costituita dai composti estratti piu
il solvente (es. esano), poi si procede alla fasdiohinazione del solvente. Su scala di
laboratorio si lavora a pressione ridotta utilizzamn evaporatore rotante.

Gli estratti da materiali secchi ottenuti con qoeptocesso sono spesso definiti

oleoresine; quelli ottenuti dai materiali frescbne definiti essenze concrete o concreti.
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| solventi organici apolari hanno generalmente baasa selettivita di estrazione,
infatti, vengono estratti praticamente tutti i caap non polari dalla matrice di partenza
eccetto i polimeri a piu alto peso molecolare. ikitlindo un solvente organico a
maggiore polarita o una miscela di piu solventi (&#4CkL, MeOH da soli o in miscela) &
possibile estrarre anche frazioni polari.

Gli estratti ottenuti con questa tecnica sono padonei per ['utilizzo nelle
applicazioni alimentari a causa della presenzaduesianche se solo in tracce, del
solvente utilizzato. Inoltre, i residui vegetalipregnati di solvente spesso sono molto
inquinanti.

L'apparecchio automatico semi-continuo da noi z##ito in laboratorio € un
estrattore solido-liquido di Soxhlet (figura 17)cgstituito da tre parti fondamentali: dal
pallone d'evaporazione, dal corpo centrale, in suirealizza l'estrazione e dal
refrigerante che provvede a condensare i vaposaeente nel pallone e a farli ricadere
nell'estrattore. L'estrazione avviene per percolagia caldo del solvente nella matrice
vegetale; quando il solvente saturo d'estratto ivagg un determinato livello, per
sifonamento ricade nel pallone d'evaporazione.

A questo punto l'estrazione diventa continua, aatma ed autosufficiente, con il
risultato che la matrice vegetale nella camerastliagione viene sottoposta a ripetuti
passaggi di solvente puro; questo rende il procemstto piu efficiente di una
macerazione statica in un solvente in cui la cotmagione dei residui estratti aumenta
costantemente, raggiungendo uno stato di equilitdne impedisce progressivamente la

liberazione e 'accumulo dei composti estratti @etiatrice.

-—
Uscita acqua di
raffreddamento

Refrigerante —

«— Ingresso acqua di

raffreddamento
Ditale filtrante

. i Corpo centrale
Matrice solida di estrazione
Camera di
estrazione

Tubo laterale
( bypass) per
il passaggio
dei vapori

Sifone

Pallone
d’evaporazione

Figura 17. Apparato Soxhlet per estrazione con solventi.
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2.3.5. Estrazione con C@supercritico
2.3.5.1. Principi e caratteristiche del metodo

La tecnica di estrazione con Fluidi SupercriticBjsfrutta le peculiari caratteristiche
che una sostanza assume quando si trova in particoindizioni di temperaturd, e di
pressionep. La figura 18 riporta il diagramma di fase del £Oestremo superiore della
curva d'equilibrio liqguido-vapore viene identifioatome punto critico di coordinaie
(temperatura critica) p. (pressione critica). Per valori @ie p superiori a quelli critici
non si ha piu una netta distinzione fra le fasiililp e vapore; € necessario sottolineare
che lacondizione di FS non corrisponde ad uno stato gregazione specifico: si tratta
in pratica di gas con densita confrontabile conllgu#ella corrispondente fase liquida;
cio conferisce al FS peculiari proprieta: somiglh liquido per l'elevata densita,

somiglia al gas per I'elevata diffusivita e la bmsgsscosita.

supercritical
fluid

1,000

I point

pressure
P (bar)
[
Q
Q

10

1 T [Repp—— _)..
200 250 300 350 400
temperature
T (K)

Figura 18. Diagramma di fase del G@el pianop, T).

II CO, e il principale solvente utilizzato nell’'estrazioen fluidi supercritici, in
quanto non e infiammabile né tossico, € economidis@onibile in grande quantita, ma
soprattutto perché é facile passare con un modsstsumo di energia dallo stato
liquido a quello supercritico; questo perché i spanti critici sono situati ad una

temperatura ed una pressione non troppo elelat:§04.2 K pc=7.39 MPa).
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L’estrazione con un fluido supercritico comportagenerale due stadi fondamentali:
I'estrazione propriamente detta dove si cerca |lasm@a solubilitd del soluto, e la
separazione dove al contrario questa solubilitaedessere molto piccola al fine di
recuperare I'estratto nella sua totalita.

Il CO, in fase liquida e supercritica si presenta comdwon solvente verso soluti
compatibili per polarita molecolare, ma in faseuidp non e possibile avere una
sufficiente selettivita di estrazione. Al contrarilo fase supercritica € possibile modulare
il potere solvente, normalmente correlato alla dangiccole variazioni di pressione
fanno variare notevolmente la densita, come messevidenza nel diagramma con
andamento sigmoide riportato in figura 19 dove1a.85 K) per variazioni di pressione
tra 9 e 70 MPa. In condizioni supercritiche la di@nsdel diossido di carbonio varia
rapidamente tra 200 e 700 kd/mcquisendo cosi un elevato potere solvente; &sate
cosa puo dirsi della diffusivita, della viscositadella compressibilitd. Un’ulteriore
compressione porta ad un aumento moderato delepstérente: caso per caso, si dovra
pertanto valutare bene l'opportunita di superamesgivamente la pressione critica,
poiché l'operazione potrebbe rivelarsi poco varitesgg nelleconomia di esercizio

dellimpianto di estrazione.

densita
(Kg/m3)
1000
303.15 K
800 N
313,15K
600 | \
353,15 K
323,15 K
400 343,15 K
333,15 K
200
0

100

10
Pressione (MPa)

Figura 19. Densita del C@in funzione della pressione in prossimita del purttico.

La potenziale solubilita di una sostanza in,&Dpercritico pud essere stimata sulla
base di quella riscontrata in G@guido. A questo proposito, di grandissima impo#a

sono i dati di A.\W. Francis [30}elativi ad un rilevante numero di sistemi ternaa
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determinazione accurata della solubilita richiegengre un approccio sperimentale.
Infatti la conoscenza della solubilita non € comumgufficiente a valutare la fattibilita
dell'estrazione della sostanza con L&ipercritico da una matrice naturale dove sono
presenti piu composti di solubilita confrontabifur prescindendo dalla permeabilita
della matrice naturale al GOsi deve considerare la selettivita dell'estragjasioe la
possibilita di estrarre la sostanza di interesseidado nella matrice la maggior parte dei
composti indesiderati.

La selettivita di estrazione pud essere modificataando la polarita del solvente
supercritico. Nel caso del diossido di carboniae ehapolare, &€ possibile accrescere la
polaritd complessiva della fase supercritica dissodo in essa alcoli a basso peso
molecolare 0 acqua. | soluti disciolti nella fas@ercritica sono denominatosolventj
composti sub-critici nelle condizioni operative, \blatilita intermedia tra quella del
solvente e quella del soluto, in percentuale inimah eccedente il 15 %.

Spesso nella pratica industriale si osserva chanissione di acqua o alcoli, in
proporzioni superiori alle rispettive solubilitaelnflusso di solvente supercritico
migliora considerevolmente le rese di estrazionaldiini composti e quindi modifica
significativamente la selettivita complessiva dedgesso di estrazione. E' il caso della
caffeina, della nicotina, del colesterolo, che ey estratti in misura significativa
rispettivamente dal caffé, dal grezzo proteicotdlehcco, dal tuorlo d'uovo in polvere, in
presenza di acqua o alcoli a basso peso molecatarire mostrano una estraibilita
molto minore in CQ supercritico puro. Le sostanze che producono qusfetto sono
denominateentrainers e agiscono con un meccanismo completamente didarspiello
dei cosolventi. E' importante notare che la stessstanza, ad esempio l'acqua, €
cosolvente (cioe agisce come modificatore dellaandl) quando é effettivamente
disciolta nella fase supercriticga(< 0.01), mentre € entrainer quando partecipa al
processo estrattivo pur rimanendo indisciolta, cgmparata fisicamente dalla fase
supercritica. In queste condizioni, il ruolo pripaie dell'acqua non riguarda la
variazione della polarita o qualunque altra prdpridella fase supercritica, ma le
modificazioni dello stato chimico e fisico del smluda estrarre e della matrice che lo
ospita.

Schematicamente, ai cosolventi e agli entrainepossibile attribuire le seguenti

caratteristiche:

54



Cosolvente

* Modifica il comportamentoPVT. L'aggiunta di un cosolvente permette, in
particolare, di variare la temperatura critica.

 Aumento della solubilita [31, 32]. Sembra che i alesnti apolari migliorino
indistintamente la solubilita dei composti polari apolari. | cosolventi polari
agiscono in modo piu selettivo: la solubilitd demposti apolari € poco o niente
influenzata mentre quella dei composti polari autmesensibilmente. Questo
aumento della solubilitd ottenuto col cosolventenpdte di lavorare a pressioni
molto meno elevate per una data solubilita.

* Migliora o crea la selettivita. La selettivita pedsere indotta per aggiunta di un
cosolvente apolare perché questo provoca delleaiteni specifiche con i soluti. Si
pud manifestare anche per formazione di un complegaiesto € il caso del
colesterolo e del stigmasterolo in presenza di; GQpercritico. L'addizione di
metanolo (3.5 % molare) provoca la precipitaziors stigmasterolo mentre il
colesterolo resta in fase supercritica.

Entrainer

* Modifica la permeabilita dei tessuti vegetali, deflareti cellulari, delle membrane
che racchiudono il soluto in compartimenti e latismigono all'azione solubilizzante
del solvente supercritico.

» Idrolizza o transesterifica le molecole di solutemobilizzate da legami esterici a
composti di piu elevato peso molecolare, come gliliaclorogenici, o a strutture
supramolecolari, come membrane, fibrille, etc, e rknde disponibili alla
dissoluzione nella fase supercritica.

» L'effetto entrainer pud essere ottenuto semplicéenenetrattando la matrice che
contiene il soluto: ad esempio, e sufficiente priglificare i chicchi verdi del caffé,
o il tuorlo d'uovo in polvere, e procedere in ségull'estrazione con un normale
impianto, dove parte dell'entrainer, trascinato giippaggio nel flusso di fluido
supercritico, viene ritrovato nel primo separatore.

Il trasporto di materia rappresenta il punto caeddel processo di estrazione; la
matrice solida fissa (letto) e attraversata dafasa fluida in movimento (solvente). In
guesto modo si puo ottenere il trasferimento di armmu composti dalla matrice solida
al solvente. Il solvente deve attraversare sidlrih fluido che si forma intorno alle
particelle di solido, sia la matrice solida sinoséb in cui e collocato il composto da
estrarre e solubilizzare. La soluzione cosi forsiateve poi riattraversare la matrice
solida ed il film esterno per raggiungere la faked& in movimento verso l'uscita
dell'estrattore. Questi processi appena descristitiscono gli stadi di trasporto di
materia nel corso del processo di estrazione. tzafmotrice del processo e in pratica

proporzionale alla differenza di concentrazionestdlito nelle due fasi che a sua volta é
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legato a parametri come la diffusivita e il coa#fite di trasporto di materia. Nel caso di
matrici solide, € anche necessario definire e aatuke resistenze al trasporto di materia
all'interno della fase solida, che sfuggono ad ufefinizione semplice per via
dell’estrema complessita dei materiali su cui imege viene effettuata I'estrazione. Si
ipotizza [33], come mostrato in figura 20 che iluto possa trovarsi all'interno della
matrice in tre collocazioni in ordine crescentedificolta di estrazione del soluto. La
parte di soluto all'interno delle cellule puo nossere completamente recuperabile. In
una matrice reale il soluto puo essere distribuitotutte le tre collocazioni o
esclusivamente in una di esse. Ad esempio nelladsBE essenziali quasi tutto il soluto
e situato nella parte interna delle particellembteriale esposto alla superficie delle
particelle viene immediatamente disciolto per lagag(washing). La parte restante

viene estratta per diffusione (diffusion).

/ Le sostanze da estrarre \
_ sono localizzate: Vengono estratte per:
° Sulla superficie Lavaggio
= delle particelle (Washing)
N negli_spazi interni
Ez,’:, e nel sistema vascol Diffusione
@ (Diffusion)
+

-

)

Figura 20. Localizzazione delle sostanze da estrarre e velatieccanismo associato.

Le evidenze sperimentali per le SFE da matrici deolvegetali propongono la
possibilita che lo stadio limitante, il trasportd materia, possa essere collocato sia
all'esterno che all'interno della matrice solid4][3

In figura 21 sono illustrati i possibili stadi ierse del processo di trasporto di materia
da una matrice solida. Lo stadio piu lento € quehe controlla la velocita dell'intero
processo. Il caso in cui lo stadio piu lento é IHudione dei prodotti nel film
supercritico si verifica nell’estrazione dell’olth semi. Il caso in cui lo stadio piu lento
la diffusione del C@ nella particella di solido e quello riferibile ‘abtrazione di oli
essenziali da matrici erbacee e della caffeinakiachi di caffé, cioé di composti situati

all'interno della matrice solida ed in essa conteimuquantita modeste. In realta, un piu
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dettagliato meccanismo di trasporto ipotizzato Pestrazione degli oli essenziali é
quello che prevede resistenze alla diffusionergerme che esterne [34].

1) diffusione del CO, supercritico nel film intorno alla particella;

2) penetrazione e diffusione del CO, nella particella;

3) solubilizzazione dei composti di interesse;

4) diffusione dei composti attraverso il solido;

5) diffusione dei prodotti attraverso il film supercritico intorno alla
particella.

Figura 21. Meccanismo a stadi del trasporto di materia danaiice solida.

2.3.5.2. Il Processo di estrazione

Il pit semplice schema di processo € quello, rgiorin figura 22, che prevede la
separazione dell'estratto dal solvente per vameazidi pressione. Se dopo il passaggio
attraverso la matrice che contiene le sostanzesttares, il fluido supercritico viene
riportato a pressioni inferiori alla sya, perde il potere solubilizzante; le sostanze
estratte si separano nello stato fisico stabitpiitio o solido) alle nuove condizioni @i
ep, e risultano del tutto esenti da tracce del sdketornato allo stato di gas subcritico.
Questo, una volta allontanato dall'ambiente dovdulego la separazione dei soluti,

viene riportato in condizioni supercritiche e rlato verso la camera di estrazione.

i Soluzione ASY .
uiilEs » Decompressione— Riciclo
vegetale (FS) (gas) co,

Olio essenziale
estratto

coO
(gas)

Figura 22. Schema del processo di estrazione con skercritico.

Nella messa a punto delle condizioni ottimali dedgesso di separazione, per una
determinata matrice vegetale, € necessario termr® @nche di altri fattori, quali la
communizione della matrice vegetale, la pressidaetemperatura, la portata del

solvente e il tempo totale di estrazione.
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Effetto della macinazione

Le dimensioni medie delle particelle hanno un ruatportante nellandamento del
processo di estrazione. Esse hanno influenza sedlistenze al trasporto di materia
perché sono collegate alla distanza di diffusiodeakenumero di membrane cellulari
distrutte nel processo di macinazione. Pertantméa di principio sarebbe utile operare
con particelle che siano piu piccole possibili. Pana macinazione troppo spinta puo
indurre degradazione della matrice vegetale seudsegenza le necessarie precauzioni

che ne evitino il surriscaldamento.

Effetto della pressione

La scelta della pressione di estrazione ed il otlotrigoroso della stessa durante
tutta la durata del processo sono gli elementivehfer ottenere degli estratti di qualita.
Nella figura 19 si € messo in evidenza come la itlerdel CQ supercritico, e di
conseguenza il suo potere solvente, possa essdradiate modulata con la pressione e
che in tal modo si possano emulare differenti tg@ di estrazioni tradizionali.
Lavorando nella prima parte ripida della curva sigie (8.0 <ppa) < 10.0) € possibile
ottenere un estratto volatile che presenta caistitdre molto simili a quelle degli oli
essenziali ottenuti con il classico processo doddstillazione. Estrazioni condotte a
differenti valori dip sempre all'interno di questa regione (8.0, 9.0ME&) sul legno di
Juniperus oxycedruf35] hanno messo in evidenza, cosi come riportato imrdi@3(b)
che la resa % di estrazione a 10 MPa aumenta isgiveimente e che il tempo di
estrazione totale arriva quasi a dimezzarsi, mdatoemposizione dei differenti estratti
ottenuti non varia significativamente.

Lavorando nella parte centrale ripida della curigmside (20 <pwpa) < 50) €
possibile ottenere differenti tipologie di estrafiesante che in un qualche modo puo
essere paragonato alla concreta ottenibile conldasica estrazione con solventi
utilizzando sia solventi apolari, che a bassa/mediarita, come ben evidenziato nella
figura 23(a).

La facile modulabilita del potere solvente vienesgw sfruttata per realizzare un
frazionamento dei composti estraibili, effettuaretrazioni multiple, impiegando GO
dal potere solvente crescente, sulla stessa dasedta nell'estrattore.
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Figura 23. (a) Diagrammap,T del CQ e prodotti estraibili alle differenti pressionilrm@ampo
supercritico; ) Resa percentuale (w/wY, %, dell'olio essenziale ottenuto dal legno Mi
oxycedrugispetto al tempo di estrazione a 50 g&,,=1.5 kg/h, alle differenti pressioni di 80,
90 and 100 bar.

Effetto della portata del solvente

Esaminando la figura 24, che riporta in graficodsa di estrazione rispetto al tempo,
per diverse portate di GQupercritico, si nota che il tratto iniziale riét#o della resa é
attribuito ad una velocita costante di estraziahgante la prima parte del processo la
superficie esterna del materiale € completamentperta di olio ed e possibile che il

solvente raggiunga la concentrazione di equilibrio.

A
Y% 1.2 kg/h CG,
Olio/ matrice
| 0.6 kg/h CG, |
.............. /
1
2 3 tpctr (h)

Figura 24. - Resa di estrazione nel tempo per diverse potiatelvente.

La successiva rapida diminuzione della velocitasiiazione puo essere causata dalla
scomparsa dello strato continuo di olio e in quésse il trasporto di materia dipende
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dalla diffusione all'interno della particella cheoduce velocita di estrazione molto
basse. A portate basse (0.6 kg/hJC@ resistenza al trasporto di massa nel film

superficiale € molto elevata.

Effetto della durata dell'estrazione

Il processo di estrazione non é istantaneo in @uanthe se i composti di interesse
manifestano un'alta solubilita nel @@upercritico, bisogna considerare anche I'affinita
dei composti da estrarre con la matrice, che creegaresistenza alla migrazione verso
la miscela supercritica. L'esaurimento della matircun processo di estrazione con una
portata di solvente ottimizzata, come mostrato argdila figura 24, richiedera alcune
ore. E interessante notare la variazione nel tedefle rese di estrazione cumulative per
differenti classi di composti contenuti nella stegsatrice: nel caso dell'estratto volatile
ottenuto dalla Santolina insularig36] riportato in figura 25, dove nel primo grafiso
vede che per tutte le classi di composti la resaesutia con il tempo ma con differenti
velocita. Se si considera il secondo grafico davegiportate le % delle varie classi di
composti sull'estratto a tempi differenti, risudaidente che e possibile ottenere degl
estratti con composizioni differenti semplicemenggiando il tempo di estrazione e/o

frazionando I'estratto con prelievi a differentni@ di estrazione.
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Figura 25. Evoluzione della composizione dell'olio essenzidil&antolina insularigispetto al
tempo di estrazionea]: Quantita cumulative espresso come grammi datetdelle differenti
famiglie di composti. 1f) Percentuale delle diverse famiglie di composti.
€, monoterpeni idrocarburici®, monoterpeni ossigenatiA, sesquiterpeni idrocarburiciy¥,
sesquiterpeni ossigenai®, resa totale.
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Estrazione frazionata

Un miglioramento della selettivita delle estraziaii pud ottenere sfruttando la
caratteristica dei fluidi supercritici di permetenna variazione continua del loro potere
solvente tra due stati definiti, questa permettediizzare facilmente delle operazioni di
frazionamento molto complesse: si pu0 utilizzargdeazione di solubilita dei prodotti
nel solvente supercritico in funzione della tempg@ap costante ed in funzione della
pressione d costante al momento della decompressione.

Quando l'estratto trascinato dal solvente € unacelasmolto complessa € spesso
possibile frazionare questo estratto al momentdadskparazione del solvente
realizzando la decompressione in piu stadi eddgttoottenuti sono molto differenti.

Le matrici erbacee di regola contengono anche aftrmposti solubili in CQ
supercritico: cere cuticulari, trigliceridi, estati acidi grassi, pigmenti, steroli; tranne
che per le cere cuticulari, la loro solubilita a %D diventa rilevante solo per pressioni
intorno a 200 bar. Le cere cuticulari, in particelasono molto diffuse nel mondo
vegetale come copertura fogliare ed elemento stalé; sono costituite da idrocarburi
saturi a catena lineare ed elevato peso molecaaeno solubili in C@supercritico. La
coestrazione di questi composti (che trovandosestéirno della superficie fogliare
presentano una scarsa resistenza al trasferimeoné@risce all’estratto un'indesiderata
consistenza cerosa che ne puo impedire I'utilinzalcune applicazioni.

Il problema della coestrazione delle cere pud ess&solto introducendo la
separazione frazionata degli estratti (figura 2@uesta tecnica consiste nella
separazione dei composti contenuti nella soluzgupercritica operando con due o piu

separatori in serie.

S1 S2

E . .
co Cco o+ Olio ess. . |CO
Matrice vegetal Olio ess. + cg (?Raffreddamento Decompressione—3Riciclo
(gas) (FS) [T=50°C.P=90h. (FS) [T<0°C,P=90h (FS) [T=15°C P =15 h(gas)
Cere Olio essenziale

estratto
Figura 26. Schema del processo di estrazione frazionata ars@percritico.

| separatori sono settati a differenti condizionTde p, per precipitare selettivamente
I composti estratti. Infatti, quando sia I'olio essiale che le cere sono nella soluzione
supercritica, non e presente la resistenza aktiastnto di massa, e sono applicate solo
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le condizioni di solubilita. E’ possibile, pertantgsare i dati di solubilita per scegliere le
appropriate condizioni di separazione. Attorno €0Qnel CQ liquido, le paraffine ed i
terpeni presentano differenti solubilita: quelldlelgaraffine € quasi nulla mentre, al
contrario, i terpeni sono completamente miscit8Ir][ Pertanto, paraffine superiori a
Cos, solubilizzate durante I'estrazione supercritijgpassono essere precipitate nel primo
separatore settato a circa 0 °C, mentre i compeditolio essenziale vengono raccolti
nel secondo separatore, come evidenziato dai cograahmi riportati in figura 27 [38],
dove una grande riduzione di pressione inducesspggio del C@allo stato gassoso.
Inoltre questo metodo permette di facilitare lassapione solvente-estratto perché la
brusca decompressione in un solo stadio puo poathirdesiderata formazione di una

nebbia di goccioline fini di solvente liquido, cenente I'estratto, nel solvente gassoso.

T T
a40.00 60 .00 80 .00

|

T e
a0.00 60 .00 80 .00

Figura 27. Tracciati GC degli estratti da foglie delicrysum microphyllunottenuti tramite SFE
alle condizioni di estrazione: 90 bar, 50 °C; prisgparatore, 90 bar e -6°C; secondo separatore,
15 bar e 20 °C4), olio essenzialef] cere cuticulari.

2.3.5.3. L'impianto utilizzato e le condizioni opeative

Gli estratti in fase supercritica oggetto di quesieoro di tesi sono stati quasi tutti
ottenuti utilizzando l'impianto del Laboratorio @iluidi Supercritici (Dip. Scienze
Chimiche Universita di Cagliari) il cui schema éteaiportato in figura 28.

L’apparecchiatura, costruita dalla ditta LA-ME (Bamo) su progetto dell’'Universita
degli Studi di Cagliari e Milano, & dotata di uriragore di capacita 0.32 dmdi due
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separatori in serie di volume rispettivamente df 6. 0.3 dril e pressione max di
esercizio di 350 MPalL'ultimo separatore & dotato di valvola micronerdalla quale

in qualunque momento dell’'estrazione e possibigeware gli estratti che si presentano
allo stato liquido piut 0 meno denso. Il €@ene fatto circolare nellimpianto tramite
'uso di una pompa per liquidi ad alta pressioria eegolazione fine della pressione &
effettuata con valvole micrometriche.

Il controllo delle pressioni nelle diverse seziadkil'impianto e effettuato mediante
manometri, mentre le temperature sono misurateeigaccoppie Fe/Const da 1/8”. La
portata istantanea di GOé misurata tramite rotametro calibrato posto aleval
dell'impianto mentre la quantita totale e valutatediante un contatore.

%’l

B P

Figura 28. Schema dell'impianto di estrazione da laboratooio fluidi supercritici:B bombola
di CO,;; M1 - M5 manometri;BT criotermostatoH1, H2 scambiatori di caloreP pompa per
liquidi; RD disco di scoppioH3 polmone;Tcl - Tc3 termocoppieE estrattore;Vml, Vm2

valvole micrometricheS1, S2separatoriFM flussimetro;CdF misuratore di portata.

Funzionamento dell'impianto e condizioni operative

II CO, liquido in equilibrio con la sua fase vapore e teomto in una bombola
provvista di tubo pescante. Affinché possa essergsprizzato dalla pompa a membrana
€ necessario che arrivi ad essa in fase liquidagpesto motivo é presente un sistema di
termostatazione che regolato a -4 °C ci assicum iclCO, si mantenga allo stato

liguido. Dopo pressurizzazione ad un valore supera suop,, il CO, passa attraverso
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un preriscaldatore ad una temperatura superidre arrivando cosi alla condizione di
fluido supercritico.

Prima di arrivare all’estrattore, il GQpassa all'interno di un polmone riempito di
materiale inerte allo scopo di attenuare le putsazdi flusso imposte della pompa.
Polmone ed estrattore sono contenuti in un forsocatdato mediante resistenze; la
temperatura di esercizio (solitamente tra 40 e GO& programmata da una centralina.
Esternamente al forno sono disposti i due separatoserie, ciascuno preceduto da
valvola micrometrica laminatrice, dotati di sisteqpar controllo della temperatura e
della pressione.

Nel caso dell’estrazione di oli essenziali, nehpriseparatore si imposta la pressione
a 90 bar e la temperatura intorno ai -15 °C, meedianotermostato a bagno. In queste
condizioni il CQ & un liquido con elevata densitdl(04 g cnt) in cui I'olio essenziale
e molto solubile, mentre le cere cuticulari sol@iho e precipitano. Nel secondo
separatore la pressione € regolata a 20 bar enfzetatura a 15 °C, il COnello stato di
vapore, perde il suo potere solubilizzante e nitadolio essenziale nel fondo del
separatore. Il C®passa attraverso un flussimetro, quindi arrivaotdmetro e infine
viene scaricato all'esterno, essendo il nostro amiw a loop aperto.

Nel caso lo scopo sia quello di ottenere I'estrazidi coloranti o di principi attivi a
piu alto peso molecolare, si lavora con la configione ad un solo separatore, in pratica
viene eliminato lo stadio di frazionamento dell@ecd.a pressione di esercizio viene
fissata a valori elevati (tipicamente 200, 250, 3@0) in funzione della tipologia di
estratto desiderato.

Durante il lavoro di tesi ho utilizzato per alcuestrazioni anche l'impianto pilota
installato presso la Porto Conte Ricerche (Alghesbg¢ presenta lo stesso schema
funzionale del nostro, ma permette di effettuatelisper il passaggio di scala (fattore
15) in quanto & dotato di un estrattore da 5.dra pressione massima di esercizio & di

600 bar e il CQa fine processo non viene scaricato in atmosferaiumlizzato.

Procedura operativa

La biomassa vegetale, dopo aver subito la faseetligitamento (identica a quella per
l'idrodistillazione) viene pesata e quindi caricataformemente evitando un eccessivo

impaccamento all’interno dell’estrattore adeguatameassemblato; nei casi in cui la
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quantita di matrice disponibile non sia stata sidfite al completo riempimento, si
provvede a riempire il volume morto con delle sfiereli vetro. | termostati ed il forno

vengono accesi almeno un’ora prima dell’esperimesto e proprio, che ha inizio una
volta che limpianto raggiunge le condizioni di ps@ne e temperatura stabilite.
Particolare attenzione é rivolta alle condiziomirteehe del primo separatore che inizia
ad essere refrigerato almeno 4 h prima dellavatbaktrazione, in modo da avere una
temperatura compresa tra —15 e -20 °C all'inizibaderova. Nel momento in cui si da
inizio all’'estrazione, si azzera il msuratore vokirico del gas e si eseguono degli
spillamenti a tempi prefissati.

La temperatura del forno € normalmente fissatad@a- 60 °C; la pressione di
esercizio e fissata tra 80 + 100 bar per I'ottentmelell'estratto volatile, mentre viene
fissata a 200/250/300 bar a seconda del tipo datestpesante che si vuole ottenere; il
tempo di estrazione € normalmente di 4 h; il fludsbsolvente &€ normalmente di 1kg/h
di CO,

Tutti i parametri monitorati in ogni prova vengoregistrati su un foglio elettronico

che calcola in automatico tutti gli altri dati wtil

2.3.6. Confronto tra le tecniche estrattive utilizate

La notevole attivita di estrazione da matrici vedjetvolta durante il lavoro di ricerca
ci ha permesso di acquisire una buona confidenadecdifferenti tecniche utilizzate. Le
specifiche caratteristiche delle singole tecnich#euall’esperienza sul campo ci fanno
propendere, come tecnica di elezione, verso I'estna con fluidi supercritici.

La tecnica SFE con CQOinfatti costituisce una valida alternativa ai pssi
tradizionali di distillazione frazionata, distill@ne in corrente di vapore, estrazione con
solventi e estrazione con Sohxlet, che spessoedonio condizioni di esercizio
incompatibili con la stabilita chimica delle sostanda estrarre oppure comportano la
ritenzione di tracce indesiderate di solvente,roqmocessi a bassa selettivita.

L’estrazione con C@supercritico € una tecnica promettente per la ymahe di
sostanze di interesse farmacologico, profumi e amanmatrici vegetali; ad esempio
possono essere ottenute formulazioni di profumivew migliori se paragonate a quelle

oftenute con le tecniche tradizionali.
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Il processo SFE non é pero privo di qualche svaagrincipalmente legato agli

elevati costi dell'impianto e alla necessita diadéguata competenza tecnico/scientifica

per la corretta ottimizzazione e gestione

del pgsoe

La convenienza della SFE con &Qispetto ai metodi tradizionali dipende

principalmente da:

costo energetico;
grado di purezza richiesto;

valore commerciale del prodotto estratto;

limitazioni ecologico-ambientali obbligatorie.

Un confronto schematico fra le principali caratiche delle differenti tecniche

estrattive utilizzate e riportato nelle tabelle 8.e
SFE con CQ Idrodistillazione

Condizioni di esercizio compatibili con |aTemperature piu elevate (~ 100 °C) che

stabilitd delle matrici vegetali (tipicamentg@ossono indurre processi di decomposizipne

40 °C e 90 bar) e/o traformazione dei composti termolabili

Assenza di fenomeni di idrolisi 2B nel processo di estrazione puo indurre la
parziale idrolisi e parziale solubilizzazione |di
alcuni composti nella fase acquosa.

Bassi costi energetici Costi energetici piu elevati

Elevati costi iniziali di impianto Bassi costi inah di impianto

Tabella 4. Confronto tecnica di estrazione con g@fase supercritica e idrodistillazione.
SFE con CQ Estrazione con solventi

Facile modubilita della capacita solventBassa selettivita di estrazione

variando pressione e temperatura

Si pudo modificare parzialmente l'affinita deBuona capacita di estrazione verso la frazione

CQO, supercritico verso la frazione polare dopolare (scegliendo l'opportuno mix di

I'aggiunta di cosolventi e/o entrainers solventi)

Al termine del processo I'estratto é totalmepfrocesso in piu fasi: prima si  esegue

separato dal solvente I'estrazione vera e propria e poi si procede
all’eliminazione del solvente

Totale assenza di tracce di solveptestratti poco idonei in particolare per |le

nell’estratto applicazioni. alimentari per la presenza (anche
se solo in tracce) del solvente utilizzato

Il residuo di estrazione pud essereresidui vegetali impregnati di solvente sono

direttamente riutilizzato in altri processi cor
materia seconda

nenolto inquinanti e necessitano di appo
trattamenti come rifiuti speciali

Siti

Totale atossicita del solvente

| solventi normaltearsati sono tossici

Bassi costi energetici

Costi energetici piu elevati

Elevati costi iniziali di impianto

Bassi costi inah di impianto

Tabella 5. Confronto tecnica di estrazione con g@fase supercritica e estrazione con solventi.
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2.4. Caratterizzazione chimica

L’analisi chimica degli estratti da matrici vegétapesso presenta complessita e
ostacoli che dipendono sia dalla natura specifiehadmatrice, che dalla tipologia
dell'estratto. Gli estratti totali ad esempio esigospesso di molteplici operazioni di
frazionamento prima di poter eseguire l'identificare dei diversi componenti.

La tipologia degli estratti che sono stati investigdla punto di vista qualitativo e
quantitativo, appartiene principalmente a quellgliddi essenziali / estratti volatili. Nel
caso di estratti non volatili, ottenuti mediantér&done con solventi e con SFE alta
pressione, le analisi sono state indirizzate ppgonente alla quantificazione di alcuni

composti di interesse.

2.4.1. Caratterizzazione degli oli essenziali

La caratterizzazione degli oli essenziali in passsit € basata [39,40], oltre che
sul’esame organolettico, soprattutto su determarazdi parametri quali: colore,
limpidezza, densita, potere rotatorio, indice dradione, residuo all’evaporazione,
indice di acidita, indice di esteri ed in seguitxle alla cromatografia liquida TLC e su
carta, etc... La determinazione della composizionaligiva e quantitativa degli oli
essenziali risultava, in passato, spesso un’opmrazalquanto laboriosa e non priva di
difficolta. Solo in tempi relativamente recentiespotuto far uso di tecniche analitiche
strumentali che grazie al rapido progresso scieonttecnologico attualmente
permettono di ottenere ottimi risultati.

I moderni metodi analitici per la caratterizzaziartkemica degli oli essenziali sono
principalmente basati su tecniche cromatografielmehe se un importante contributo é
dato anche dalla risonanza magnetica nucfé&&MR [41]. La spettrometria di massa
trova la sua migliore applicazione accoppiata @tanatografia in fase gas (GC-MS) ma
anche in fase liquida (LC-MS) [42].

Applicazioni piu avanzate come ad esempio fast C€matografia chirale e
multidimensionale (GC e LC), unite a sofisticatig@itmi di elaborazione dati
(deconvoluzione, analisi multivariata, etc..) [48,4rovano sempre piu diffusione

nell’analisi degli estratti di origine vegetale.
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2.4.1.1. Caratterizzazione qualitativa

La tecnica scelta per I'analisi degli estratti titila@ la cromatografia in fase gassosa
(GC), per quanto riguarda le buone capacita saparatla possibilita di determinazioni
quantitative, accoppiata alla spettrometria di ma@dS) che ha come caratteristica
principale I'alta sensibilita e I'ottima capacitadéntificazione.

Per la separazione dei componenti I'olio essenzialgilizzano colonne capillari sia
apolari contenenti dimetilpolisilossano (es. DBHB-1, SPB-1) o poli(5 % difenil 95 %
dimetil)silossano, che migliora la stabilita termidella fase (es. DB-5, HP-5, SPB-5),
che polari contenenti polietilenglicol (es. Carbaw20M, HP-INNOWax, Supelcowax
10); queste colonne hanno sensibilita ed efficiezleaate e consentono la separazione
del maggior numero possibile di componenti la ma¢e 150.000 piatti teorici).

Dopo la separazione GC, i componenti la miscelaosavidenziati nel
cromatogramma dai singoli picchi, ad ognuno deiliggaassociato un tempo di
ritenzionetr (dipendente anche dalle condizioni d’'uso dellmwrstnto e quindi non
utilizzabile a scopo di confronto con analoghi dtietteratura) o meglio un indice di
ritenzione, parametro alr associato. Tale indice permette di ottenere, pgmi 0O
componente, un valore indipendente dalle caratitehes geometriche delle colonne, per
ogni fase stazionaria e temperatura. L'effetto adéimperatura pud essere trascurato
qualora si lavori con fasi stazionarie apolari. @tici di ritenzione piu utilizzati sono
quelli logaritmici di Kovats [45] che e stato s\pjpato per condizioni di separazione
isoterme e quello lineare di van den Dool e Krdfg] [per le separazioni non isoterme
con rampa di temperatura programmata.

Nella pratica gli indici di ritenzione sono calclaulla base dei tempi di ritenzione,
ottenuti nelle stesse condizioni cromatograficheyrdcomposto sconosciuto i e di due

n-alcani, secondo le formule:

_ log(ty ) —log(ts),
" log(ty ),., —log(t,),

x100+100% z (indice logaritmico di Kovats)

LRI = (tR )i _(tR)z
(tR )z+1 _(tR)z

dove z e z+1 sono il numero di atomi di carbonio degli alcae eluiscono

x100+100x% z (indice lineare di van den Dool e Kratz)

rispettivamente prima e dopo il componente
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Gli indici di ritenzione cosi calcolati sono ripradbili, a parita di condizioni
cromatografiche, con sufficiente precisione e possessere utilizzati come parametro
comparativo per I'identificazione dei componentim#scela.

Le condizioni di separazione usate per gli oli egsdi normalmente prevedono I'uso
della rampa di temperatura programmata; 'uso dadici di ritenzione lineari (LRI) si
rivela lo strumento ideale per identificare i comenti I'olio essenziale [47]. Si noti che
nella letteratura concernente gli oli essenzialittmepesso sono riportati i valori degli
indici di ritenzione logaritmici (KI), nonostanteugsti trovino la loro applicazione
ottimale nelle separazioni isoterme. | valori degldici di ritenzione dei diversi
composti sono normalmente calcolati per analisettirdi miscele standard di -alcani,
anche se sul mercato sono disponibili banche @atjeneriche sia specializzate [48,49].

Nel caso si utilizzi solo un GC con detector FIDTED, lidentificazione dei
componenti tramite il solo indice di ritenzionecfteca monodimensionale) pud non
essere totalmente affidabile e pertanto si prefengilizzare in contemporanea anche gli
indici di ritenzione ottenuti, dallo stesso camgaon una colonna a differente polarita
(tecnica bidimensionale).

Risultati migliori si ottengono ricorrendo allo $pemetro di massa come detector,
che permette di associare lo spettro di massavelatl ogni componente eluito dalla
colonna cromatografica e al suo indice di ritengicgnche in questo caso la tecnica e da
considerare come bidimensionale. Lo spettro di mas#enuto per frammentazione
mediante impatto elettronico (El), fornisce il mayg contributo ai fini
dell'identificazione del componente. Il ricorso aalprocedura manuale di analisi
dettagliata delle frammentazioni non e una pratagplicabile nel caso della
caratterizzazione di oli essenziali, in quantoaita di miscele complesse con un elevato
numero di componenti che possono avere, per cllissomposti, la stessa massa
molecolare. La soluzione al problema ¢ il ricorsbaache dati di spettri di massa con
cui confrontare gli spettri ottenuti; il confrontmn viene effettuato manualmente (&
comunque una pratica frequente confrontare e spuraeg manualmente gli spettri in
banca dati con quello incognito) ma tramite delgjoatmi software che ci propongono
le corrispondenze piu probabili e che possono egm@mncipalmente classificati in:

» teorici (interpretazione spettro, confronto di peaniche spettroscopiche);
e statistici (pattern, distanza minima, autoapprermhin);
e comparativi (identita, somiglianza).
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Da questi algoritmi sono derivati i vari softwareriderca che spesso prevedono una
codifica di riduzione preliminare dello spettro agnito secondo criteri che esaltino la
parte strutturalmente significativa dello spettro.

Il sistema di ricerca utilizzato e il PBM (probatyil based matching), di tipo
comparativo che utilizza i criteri statistici di ioita e abbondanza (per ogni M/z) e
algoritmi di retroaderenza (misura del grado conlgauspettro incognito € contenuto
nello spettro di riferimento) per fornire dei rigatl graduati secondo una probabilita
finale mediata secondo fattori di affidabilita, giezza e contaminazione.

L'utilizzo di una singola banca dati di spettrirdassa spesso non é sufficiente e
pertanto sono state utilizzate in contemporaneahsadati di tipo generale come NIST
(~ 250000 spettri) [48] e specifiche per gli olsesziali come Adams (~ 2200 spettri)
[49] oltre alla piccola banca dati creata autonomaten con gli spettri ottenuti dagli
standards puri a nostra disposizione (~ 100 spettri

L’identificazione finale dei componenti I'olio essaale avviene incrociando i dati
relativi alla ricerca nelle banche dati di spetiirimassa con gli indici di ritenzione per
ogni componente rilevato nel cromatogramma. Pemalanatrici vegetali [17,18,19] e
stato possibile determinare anche gli indici denmtione su di una seconda colonna a
differente polarita.

Tutti gli output (dati cromatografici e ricerchegsiuspettri di massa) confluiscono in
un foglio elettronico, appositamente sviluppatog @timina la possibilita di errori nei
calcoli e facilita notevolmente l'indispensabileséadi revisione manuale della corretta
attribuzione dei picchi.

2.4.1.2. Caratterizzazione quantitativa

La quantificazione dei componenti gli oli esserizaolitamente ottenuta mediante il
metodo della normalizzazione [50] assumendo fatthreisposta unitario per tutti i
componenti. Le aree di ciascun picco, ottenute woaccurata scelta dei parametri di
integrazione del cromatogramma e assumendo clatatibr abbia una risposta lineare,
sono rappresentative della percentuale relativacegs a quel determinato componente
la miscela. La scelta di non introdurre fattorridposta per i componenti I'olio € in parte
giustificata dal fatto che quasi sempre abbiameteféto I'analisi quantitativa a scopo di

confronto tra gli oli di una stessa matrice ottenah differenti metodi di estrazione.
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Risultati piu accurati si ottengono determinando,via semplificata, i fattori di
risposta: nel caso di un olio essenziale si scelgonnumero limitato di composti, uno
rappresentativo di ogni classe e si determinaraativi fattori di risposta che saranno
applicati all'intera classe di appartenenza. Per megrcene, HM monoterpeni
idrocarburici; eucaliptolo, OM monoterpeni ossigeng-cadinene, HS sesquiterpeni
idrocarburici;3-bisabolenolo, OS sesquiterpeni ossigenati; etc..

Il contenuto in sclareolo nell’estratto dbalvia desoleana espresso come
Mg sclafMGexty, € Stato determinato mediante tecnica GC-FIDjzatihdo n-dodecano

come standard interno [50].

2.4.1.3. Strumentazione e condizioni operative

GC-MS: Gascromatografo Agilent 6890N con autocampionai®883 e iniettore
split/splitless. Colonne capillari Agilent HP5-MS%phenyl-95%methylpolysiloxane) o
HP1 (polydimethylsiloxane), entrambe 30 m x 0.25 mah, spessore film 0.25m.
Condizioni cromatografiche: programmata di tempegatda 60 °C, rampa 3 °C/min
fino a 250 °C seguita da 20 min in isoterma, tempea iniettore 250 °C, gas carrier He
con flusso di 1.0 mL/min; volume campionepl in modalita split (1:10). Il GC e
accoppiato con lo spettrometro di massa a quadsupgilent modello 5973 MSD
detector con le seguenti condizioni operative: giaedi ionizzazione 70 eV, corrente di
ilonizzazione 60 mMA, temperatura sorgente ionizzeziompatto elettronico 230 °C,
temperatura quadrupolo 150 °C, scan range: 35 =u3%8051 scans/s. Software Agilent
MSD ChemStation E.01.00.237

GC-FID: Gascromatografo Agilent 6890N con autocampionai#@83 e iniettore
split/splitless. Colonne capillari Agilent HP5 (5%gnyl-95%methylpolysiloxane) o SP1
(polydimethylsiloxane) e SupelcoWwax10 (polyethylglgeol), entrambe 30 m x 0.25
mm i.d., spessore film 0.2%um. Condizioni cromatografiche: programmata di
temperatura da 60 °C, rampa 3 °C/min fino a 250s&@uita da 20 min in isoterma,
temperatura iniettore 250 °C, gas carrier He cossth di 1.0 mL/min; volume campione
1 uL in modalita split (1:10). Il GC é dotato di det@ca ionizzazione di fiamma (FID),
temperatura 250 °C. Software Agilent ChemStation.
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2.4.2. Caratterizzazione degli estratti non volatl

Sugli estratti non volatili ottenuti dal germe diago sono stati determinati il
contenuto ina-tocoferolo e acidi grassi mediante cromatograftpila (HPLC) e
gascromatografia (GC-FID). Prima di eseguire lelishatrumentali, gli estratti sono
stati sottoposti a una procedura preparativa.

Preparativa delti-tocoferolo e degli acidi grassi

La separazione defi-tocoferolo e degli acidi grassi e stata ottenutadiamte
saponificazione [51,52] con la seguente procedBinarg dell’'estratto sono disciolti in
EtOH (5 mL), addizionato poi da una soluzione dsfeeal (100uL, 25 mg/mL in HO),
soluzione acquosa di acido ascorbico (1 mL, 25 %) w/KOH 10 N (0.5 mL). La
miscela viene tenuta al buio a temperatura ambgetd4 h. Dopo addizione di n-esano
(10 mL) e HO (7 mL), il campione viene centrifugato per 1 9@0 g (centrifuga
refrigerata ALC 4237R). La fase organica contendmteitamina E viene raccolta e |l
solvente e evaporato sotto vuoto con evaporatdente il residuo viene disciolto in
MeOH (500uL) e il campione contenente-tocoferolo, suddiviso in aliquote, viene
analizzato mediante HPLC. Sulla frazione acquosmeviaggiunto n-esano (10 mL)
quindi acidificato a pH 3-4 con HCI al 37 % e cdaogato per 1 h a 90Q. La fase
organica contenente gli acidi liberi viene racceithil solvente evaporato. Una porzione
del residuo viene disciolta in GEN (500 pL) con 0.14% di CHCOOH (v/v) e
suddivisa in aliquote che sono poi analizzate nmedialPLC.

Una seconda porzione del residuo contenete gli geadsi viene metilata con B&l
14 % in MeOH (1 mL) [52] per 30 min a temperaturabgéente. Dopo addizione di
n-esano (4 mL) e ¥0 (2 mL) il campione viene centrifugato per 20 rai@00g. La fase
organica contenente gli esteri metilici degli acgtassi viene raccolta, il sovente e
evaporato, ed il residuo viene ridisciolto in nyes4100puL), suddiviso in aliquote che
sono poi analizzate mediante GC-FID. Il recupero aacidi grassi durante la
saponificazione viene calcolato, mediante calilomae] utilizzando una miscela di

standard.
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Analisi HPLC

L’analisi degli acidi grassi insaturi e stata ffata utilizzando un cromatografo
liquido Agilent 1100 con detector spettrofotomedre serie di diodi, DAD, a 200 e 234
nm, colonna Chrompack Inertsil 5 ODS-2 (150 mnd.86 mm, 5um) e fase mobile
CH3CN/H20/CHCOOH (70/30/0.12, viviv) con il flusso di 1.5 mLmmil composti
sono stati identificati mediante confronto con d&d dei cromatogrammi ottenuti con
il software Chemstation rev. A.10.02.

La quantitd dia-tocoferolo negli estratti € stata determinata et detector
elettrochimico [53], utilizzando una pompa P1000lad&@hermo Separation Products
(Milano, Italia) con un detector elettrochimico IRD (Antec Leyden, Leiden, The
Netherlands) e iniettore automatico Triathlon (&pkiolland BV, AJ Emmen, The
Netherlands).

La colonna usata € una C-18 HP ODS Hypersil colusrpamn, 100 x2.1 mm, con
fase mobile MeOH/CECOONa 0.05 M pH 5.5 (95/5, v/v) e flusso di 0.3 mid. Il
potenziale di ossidazione del detector elettroatomé fissato a 0.6 V. | dati sono
raccolti ed elaborati con il software Chemstatien. 1A.10.02. La determinazione é stata

eseguita mediante curva di calibrazione (standstet o).

Analisi GC-FID

Per la quantificazione degli esteri metilici degicidi grassi si e utilizzato un
gascromatografo Agilent 6890 dotato di detectoordzzazione di fiamma (FID), con
una colonna capillare HP-23 FAME (cyanopropyl mepolysiloxane, 30 m x 0.32 mm
x 0.25um) e azoto come carrier con il flusso di 2 mL/mia temperatura parte da
45 °C fino a 175 °C con rampa di 80 °C/min segddat5 min di isoterma; temperatura
iniettore 250 °C, detector 300 °C. L’identificazeodegli esteri metilici degli acidi grassi
e avvenuta per confronto con uno standard mix;olaposizione percentuale e stata
calcolata mediante curva di calibrazione (standeserno). Per la raccolta ed
elaborazione dei dati si e utilizzato il softwaree@hstation rev. A.05.02
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2.5. Caratterizzazione attivita biologica

La caratterizzazione dell'attivita biologica degdstratti ottenuti dalle differenti
matrici vegetali e stata realizzata in collaboragi@on laboratori di diverse Universita
ed Istituti di ricerca italiani e stranieri. | tesseguiti su modelln vivo ed invitro, sono
stati focalizzati sulla valutazione di differenpdalogie di attivita biologica come quella

antiossidante, antinfiammatoria e antimicrobica.

2.5.1. Attivita antiossidante

2.5.1.1. Testn vivo

L attivitd antiossidante degli estratti Bistacia lentiscug stata studiata utilizzando
un modelloin vivo sui ratti in collaborazione con i Dipartimenti @itomorfologia,
Neuroscienze, Biologia Sperimentale sez. Fisiol¢diiversita di Cagliari, Italia) e con
i laboratori della societa Nutrisearch srl (Putali&).

Lo studio e stato realizzato utilizzando un modell@anno ossidativo provocato da
ischemia celebrale indotta da occlusione delletiiro

Il complesso protocollo utilizzato e dettagliatarteenportato in [12].

In particolare € stato valutato, mediante tecnitaiica HPLC, il contenuto in acidi
grassi altamente insaturi (HPUFAS) estratti deeddhti aree del cervello e dal plasma.

2.5.1.2. Tesin vitro su linee cellulari umane

In collaborazione con il Dipartimento di Scienzeomiediche e con il Centro di
Eccellenza per lo Sviluppo di Biotecnologie e Riter sulla Biodiversita (Universita di
Sassari, ltalia), sono stati eseguiti i testyitro con linee cellulari umane, di attivita

antiossidante sugli estratti 8alva desoleana

Protocollo utilizzato

Reattivi:

| sali per il tampone fosfato salino (PBS; 120 mMQ{ 2.5 mM KCI, 8.5 mM
NaH,PO4, 1.5 mM KHPO4, pH 7.3), e glucosio, collagenasi e dimetitsdfdo
(DMSO) sono stati acquistati da Sigma-Aldrich C8t. (Louis, MO). Medium 199,
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foetal calf serum, new-born calf serum, penicillirgtireptomicina, amfotericina e
glutamina sono stati acquistati da GIBCO, Invitnogeer il test CyQUANT® NF, 2',7’-
diclorodiidrofluoresceina diacetato {BICFDA) ed il kit CyQUANT® sono stati
acquistati da Molecular Probes (Eugene, OR, USA)inea cellulare ECV304 proviene
dall’European Collection of Animal Cell CulturesaSbury, UK).

Colture cellulari e trattamenti:

Le HUVEC sono state ottenute dalla vena del cordonbelicale, secondo il metodo
descritto da Jaffe [54], modificato. Le vene prnpadi dei cordoni ombelicali sono state
accuratamente lavate con PBS e poi incubate cofo@Rcollagenasi nel terreno M199
addizionato con antibiotici (1000@g/ml penicillina, 25 mg/mL streptomicina, 0.85 %
amfotericina) per 10 min a 37 °C. Lo strato di glellendoteliali & stato lavato dalle vene
con PBS. Quindi le cellule sono state pellettizzatliante centrifugazione e seminate
in coltura sul terreno M199 addizionato con 100 U/penicillina, 25 mg/mL
streptomicina, 0.85 % amfotericina, glutammina 2 nill % foetal calf serum and 10 %
new-born calf serum. Le cellule sono state colévatpalloni a 37 °C, 90 % di umidita,
e CQ al 5 % per 3-5 giorni. Le HUVEC sono state idecdife dalla loro particolare
morfologia e mediante la colorazione del fattord.\Mle cellule cosi ottenute sono state
utilizzate per gli esperimenti a 90 % al 100 % dnftuenza apparente, al primo o al
secondo passaggio. Per tutti gli esperimenti, sbai utilizzati gruppi di cellule estratte
da differenti cordoni ombelicali.

Le cellule ECV304 sono una linea di cellule endatel immortalizzate,
spontaneamente trasformate, dalla vena del cordorelicale. Sono state coltivate in
terreno M199 integrato con 10 % foetal calf serd®) U/ml penicillina, 25 mg/ml
streptomicina, e 0.85 % amfotericina. Le celluleM304 sono state mantenute in un
incubatore per colture standard con aria umidéicaintenente 5 % di GG 37 °C.
I'estratto diS. desoleana stato solubilizzato in DMSO allo 0.1 %.

Misure di specie reattive dell'ossigeno intracaliul

I livelli di ROS intracellulari sono stati deternaith utilizzando la specifica sonda
molecolare HDCFDA. All'interno della cellula, I'esterasi si atica ai gruppi acetato di
H2DCFDA, intrappolando cosi la forma ridotta delkmnda (HDCF). Il ROS

intracellulare ossida #CF, cedendo il prodotto fluorescente, DCF. Prima d
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trattamento, le cellule sono state incubate pem80con PBS plus (PBS con 0.5 mM
CaCb, 1 mM MgCh, 30 mM di glucosio) contenente 1 mMI{CFDA, e poi lavate con
PBS. | trattamenti sono avvenuti con differenti @emirazioni di dell'estratto .S
desoleang0.1, 1. 10ug/mL). Le misurazioni di fluorescenza sono stafetafate in un
lettore per micropiastre (Tecan Mannedorf, Svizgardlizzando una lunghezza d'onda
di eccitazione di 485 nm, e una lunghezza d'ondardssione di 535 nm. Le variazioni
di fluorescenza indotte dal trattamento sono stagurate cineticamente, ogni minuto
per 120 min consecutivi.

Tutte le misurazioni di fluorescenza sono stateettw per la fluorescenza dovuta al
fondo. | risultati sul potere antiossidante e pssidante sono stati valutati, utilizzando
cellule non trattate come riferimento, per confoowli cinque misurazioni e quindi

espressi come percentuale rispetto al controllotradtato

Misurazione della proliferazione cellulare:

La proliferazione cellulare & stata valutata meidizanalisi del contenuto di DNA
cellulare utilizzando il kit di analisi CYQUANT ® N capace di legare un colorante
fluorescente al DNA, in quanto il contenuto di DNeellulare € strettamente
proporzionale al numero di cellule. Dopo il tratemto con gli estratti db. desoleanal
mezzo di crescita delle cellule & stato rimosso@gtitsito con la soluzione colorante-
legante. Dopo un’incubazione di 40 min, le miswakidi fluorescenza sono state
effettuate in un lettore per micropiastre (Tecannhedorf, Svizzera), utilizzando una

lunghezza d'onda di eccitazione di 485 nm, e dssimine di 535 nm.

2.5.1.3. Test free radical scavenging

In collaborazione con il Laboratorio di FarmacogapsFacolta di Farmacia
(Universita di Monastir, Tunisia) sono stati eséiguiest di attivita antiossidante sugli
estratti di Juniperus phoenicead. oxycedrusssp rufescense J. oxycedrusssp

macrocarpa
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Protocollo utilizzato

bY

L'attivitd antiossidante antiradicalica e stata utet mediante il test con
difenilpicrilidrazile (DPPH) ed il test con acido22azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) (ABTS). | valori ottenuti, analizzati mhiente analisi della varianza
(ANOVA), rappresentano le medie delle determinaziam triplicato di tre test
indipendenti.

Test DPPH:

Il test sull’attivita di contrasto ai radicali liieDPPH é stato eseguito secondo la
metodica riportata da Ceel et alt. [55], apportaatttune modifiche. Gli estratti da
testare preparati a diverse concentrazioni (103100 e 15Qg/mL), sono aggiunti ad
una soluzione in etanolo di DPPH 0.06 mM e la elsai reazione viene agitata
vigorosamente. Dopo incubazione per 30 min a teatpex ambiente, per via
spettrofotometrica viene letta I'assorbanza a 547 la soluzione di controllo, senza gli
estratti, viene preparata e misurata con le stesxtalita. L'entita della decolorazione
della soluzione e presa come indice dell’efficientzgli estratti nell’eliminazione dei
radicali liberi (free radical scavenging).

L'attivita antiossidante degli estratti & statecakita come effetto inibitorio (IE %)
sulla formazione del radicale DPPH secondo |a rehez

IE @) = 100 X (A17 Sample) — (Aq7 control) / (As17 control)

(Asizsample) e (A7 control) rappresentano rispettivamente I'assorban317 nm dei campioni
contenenti I'estratto e del controllo.

Il parametro G, (%) e stato definito come la concentraziopg/fL) dell’estratto

necessaria per ridurre il radicale DPPH" del 50 %.

Test ABTS:

La misura dell'attivitd antiradicalica e stata ase&g utilizzando il saggio di
decolorazione del radicale libero ABTSn accordo con la metodica sviluppata da Re et
al. [56], con alcune modifiche. Il radicale mondoaico ABTS™ & stato generato
facendo reagire una soluzione ABTS (7 mM) con 2\ K,S,0g. La miscela e stata

lasciata riposare al buio per 15 h a temperatufsiente. La soluzione é stata poi diluita
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con EtOH per ottenere I'assorbanza di 0.7 + 0.2awni7r34 nm. | campioni degli estratti
sono stati diluiti in EtOH per ottenere le diffetieconcentrazioni da testare (0.625, 1.25,
2.5, 5.75, 12 e 20 mg/mL). Per misurare l'attidtagiossidante degli estratti, 10 di
ciascun campione alle varie concentrazioni e stggiunto a 99QL di soluzione diluita
di ABTS™. L'assorbanza & stata misurata spettrofotometentena 734 nm dopo 30
min.

E stata calcolata la riduzione percentuale delidsmnza (decolorazione della
soluzione) a 734 nm per ogni concentrazione datete la capacita antiossidante é stata
espressa come percentuale di inibizione (I %) ¢talasecondo la relazione:

L) = (Ax — Ao) I Ag

A e A, rappresentano rispettivamente I'assorbanza a ifBdai campioni contenenti I'estratto e
del controllo.

Il parametro 1Gy (%) € stato definito come la concentrazione delitato necessaria
per ridurre ABTS" del 50 %.

E stata valutata anche la capacita antiossidantévagnte Trolox (TEAC) [57]
confrontando la variazione di assorbanza a 734muma miscela di reazione contenente
un campione di estratto vegetale con quella contengrolox. Questo indice é definito
come la concentrazione millimolare di una soluzidn&ox la cui capacita antiossidante

e equivalente a 1.0 mg dell'estratto.

2.5.2. Attivita antinflammatoria

In collaborazione con il Pinnacle Biomedical Reskdnstitute (Bhopal, India) sono

stati esequiti i tegh vivo di attivita antinfiammatoria sugli estratti biyrtus communis

Protocollo utilizzato

Animali:
Sono stati usati ratti maschi Albino Wistar (1570 g) e Swiss mice (25 + 30 Q)
mantenuti in accordo con le direttive del Commitfee the Purpose of Control and

Supervision on Experiments in Animals (CPCSEAjréitocollo di studio é stato
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approvato dall’'Institutional Animal Ethics Commiteof Pinnacle Biomedical
Research Institute, Bhopal, India.

Reattivi:

Bromuro di esadeciltrimetilammonio (Sigma-AldrichJSA), desametasone e
indometacina (Pharmaceuticals Maxheal. India). @liocroton, tampone fosfato di
potassio, e altre sostanze chimiche e solventi sbad acquistati dalla Traders VK,
Bhopal, India. ELISA Kit per TNF e IL-6 e stato acquistato da Ray-Bioteck, USA.

Edema dell'orecchio indotto da croton oil:

Lo spessore dell'orecchio e stato misurato prindogo l'induzione della risposta
inflammatoria utilizzando un micrometro digitaléetlema e stato indotto nell'orecchio
destro mediante applicazione topica di croton all @na concentrazione di 0.4
mg/orecchio. L'estratto (1 ml/kg e 2 ml/kg), il degetasone (10 mg/kg) sciolto in PEG
400 o il veicolo, sono stati applicati topicamentenediatamente dopo il trattamento
con croton oil [58]. Lo spessore dell'orecchio atstmisurato prima e 6 h dopo

I'applicazione di croton oil [59].

Attivita della mieloperoxidasi (MPO):

L’attivita € stata valutata nei tessuti 24 h doppplicazione croton oil nell'orecchio.
Un campione di tessuto dell’orecchio (6 mm per)la&ostato macinato in 10 ml di
tampone ghiacciato potassio fosfato 50 mM (pH @)teoente esadeciltrimetilammonio
bromuro 0,5 % e poi omogeneizzato. |l preparattato sonicato e centrifugato a 4 ° C
per 20 min a 1200@ (centrifuga Remi, India). L'attivita di MPO é statleterminata
spettrofotometricamente aggiungendo 2.9 ml di tampdéosfato 50 mM in kD,
0.0005 % a 0.1 ml del supernatante. L'attivita matica € stata determinata a 460 nm
[60]. L'attivita e stata presentata come percertdaMPO rispetto al ratto trattato con il

solo veicolo.

Valutazione del granuloma indotto da cotton pedlstima dei markers TNé-e IL-6:

Il granuloma indotto da cotton pellet € ampiamardato per valutare i componenti
trasudativi e proliferativi nelle infiammazioni enche [61]. Una pallina di cotone
impregnata di olio di croton (50 mg) e stata impaém per via sottocutanea nell’animale,

I'olio essenziale miscelato con parti uguali dioolili paraffina & stato applicato
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topicamente (1ml/kg e 2 ml/kg di olio essenziald)lato dorsale per 10 giorni. Il ratto e
stato sacrificato 2 h dopo l'ultima applicazionk enassa del granuloma € stata pesata.
Indometacina (10 mg/kg) € stata utilizzata comedsted di controllo. Il siero e stato
analizzato per la stima del TNFe IL-6 utilizzando le istruzioni fornite con iltdELISA
(Ray-Bioteck, USA).

2.5.3. Attivita antibatterica e antifunginea

In collaborazione con il Dipartimento di Scienze oBediche, Sezione di
Microbiologia Sperimentale e Clinica (UniversitaSkssari, Italia) sono stati eseguiti i
test di attivita antibatterica e antifunginea swgliratti diThymus capitatus, Rosmarinus

officinalis, Lavandula stoechas, Daucus caretatachys yemenensis

Protocollo utilizzato
E stata testata lattivita degli estratti vergscherichia coli (ATCC 35218),

Staphylococcus aure & TCC 43300),Candida albicangceppo clinico),C. glabrata
(ceppo clinico) €. tropicalis(1011 RM) (ceppo clinico).

| batteri sono stati coltivati per una notte indwadi Luria-Bertani (LB) e i funghi su
piastre con Sabouraud destrosio agar. La ConcémeMinima inibitoria (MIC) &
determinata come la piu bassa concentrazione w@itsthe inibisce la crescita visibile
dei microrganismi isolati dopo 24 + 48 h di incuibae a 37 °C. il metodo di misura
utilizzato é quello della microdiluizione (utilizzado micropiastre a 96 pozzetti) [62,63].
Sono state usate 9 differenti concentrazioni pesatin estratto, dal 2.5 % v/v al 0.001 %
v/vin 10 % Tween 80 (Sigma-Aldrich). Le coltureteaiche e fungine sono state diluite
con brodo LB e terreno RPMI, rispettivamente, péerere 1.0x10 CFU/ml (0.5
MacFarland). | Valori di Concentrazione Minima QidMCC) sono stati determinati
come la piu bassa concentrazione di estratto ctidaibatteri e funghi; e stata misurata
con il metodo della diluizione a partire dalla M{€oncentrazione minima) fino alla

concentrazione massima (2.5 % v/v).
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In collaborazione con il Laboratorio de Farmacogmogacolta di Farmacia/CEF
(Universita di Coimbra, Portogallo) sono stati esgg test di attivita antifunginea sugli
estratti di Satureia thymbra, Vitex agnus-castus, Achillea efallum, Calamintha

nepeta, Smyrnium olusatruerBupleurum fruticosum

Protocollo utilizzato

L’attivita degli estratti € stata testata versovilie ceppi di dermatophyte e
Aspergillus due ceppi clinici diCandidaisolati da casi di candidosi vulvovaginaC.(
kruseiH9, C. guillermondiiMAT23), tre ceppi provenienti dal’American Typail@ure
Collection Candida albicandATCC 10231,C. tropicalisATCC 13803,C. parapsilosis
ATCC 90018) e uno dalla Coleccion Espafola de @sti Tipo (Cryptococcus
neoformansCECT 1078); tre ceppi clinici di dermatophyte igblda unghie e pelle
(Epidermophyton floccosunkF9, Trichophyton mentagrophyteBF7, Microsporum
canis FF1) e quattro ceppi dalla Coleccion Espafola detives Tipo (T.
mentagrophytewvar. interdigitale CECT 2958, Trichophyton rubrumCECT 2794,T.
verrucosumCECT 2992,M. gypseumCECT 2908); un ceppo clinico dispergillus
isolato da secrezioni bronchialA.(flavusF44) e due ceppi provenienti dal’American
Type Culture CollectionAspergillus nigetATCC 16404 A. fumigatusATCC 46645).

La Minima Concentrazione Inibitoria (MIC) e la Mma Concentrazione Letale
(MLC) sono state determinate mediante il metoddcrodiluizione in accordo con i
protocolli del Clinical and Laboratory Standardstitute [64,65] per i lieviti e i funghi
filamentosi. Le diluizioni sono state preparate dimetil solfossido (DMSO), con
concentrazioni comprese tra 0.04 gl3mL. La concentrazione finale di DMSO non ha
mai superato il 2 %. Colture fresche di ciascurpoegono state utilizzate per preparare
la sospensione cellulare (1 + 2%1dllule per ml per lieviti e 1 + 2xt@ellule per ml
per i funghi filamentosi). La concentrazione del@lule é stata confermata dalla conta
su agar Sabouraud. | valori di MIC sono stati deteati incubando i tubi in ambiente
aerobico a 35 °C per 48/72 I€gndida spp. e Aspergillus spp. / Cryptococcus
neoformangsed a 30 °C per 7 giorni (dermatophytes). Pertaedula MLC, dai tubi che
hanno fornito esito negativo nella determinazioeeMIC, sono state prelevate aliquote

(20 uL) del brodo e coltivate in piastre di Sabouraustesio agar.
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Le piastre sono state incubate per 48 h a 380 didaspp. eAspergillusspp.), 72 h
per Cryptococcus neoformares7 giorni a 30 °C (dermatophytes). Come contredino

stati utilizzati due composti antifunginei amphatiera B (Fluka) e fluconazolo (Pfizer).

In collaborazione con il Laboratorio di FarmacodgapsFacolta di Farmacia
(Universita di Monastir, Tunisia) sono stati eséiguitest di attivita antibatterica e

antifunginea sugli estratti diaurus nobilis

Protocollo utilizzato

L’attivita degli estratti € stata testata versaegwenti microrganismiPseudomonas
aeruginosa(ATCC 27853),Escherichia cal (ATCC 25922), Enterococcus faecali
(ATCC 24912), Staphylococcus aureuATCC 29213),Candida albicans(3 ceppi
clinici).

| ceppi sono stati mantenuti e testati in Mullemtdn agar (batteri) e Sabouraud
destrosio agar (lieviti). Per le prove antibattieeici microganismi sono stati coltivati per
una notte nel terreno Muller Hinton. Per ogni d&tra stata preparata una diluizione in
DMSO nell'intervallo 0.15 + 2 % (v/v). Le colturegnc. 1.0x1OCFU/mL) sono state
poi inoculate su piastre con terreno solido.

Dischi di carta (diametro 6 mm; Oxoid), ognuno iegmato con 1%L di soluzione
degli estratti a differenti concentrazioni (0.12.5 % v/v) sono stati posati sulle piastre
precedentemente inoculate.

Come controllo negativo e stato usato DMSO puro |(1% mentre dischi con
vancomicina (3qug), amoxicillina (10ug) e amfotericina B (10Qg) sono stati utilizzati
come controllo positivo. L'osservazione delle piase avvenuta dopo 18 h di
incubazione a 37 °C (batteri) e 48 h a 37 °C (ligvi risultati sono stati espressi come
MIC (mg mL™).
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CAPITOLO Il

Risultati

| risultati dell’attivita di ricerca sulle 18 matiivegetali investigate sono presentati in

modo raggruppato seguendo uno schema cosi sttottura

Estrazione di nutraceuticals - green chemistry
Estrazioni SFE ad alta pressioneSalvia desoleana germe di grano.
» Piante sarde con test di attivita biologican vivo
Estrazioni di oli volatili siPistacia lentiscus e Myrtus communis.
* Verbenaceae e lamiacee sarde
Estrazioni di oli volatili suVitex agnus-castus, Satureja thymbra, Thymus
capitatus, Rosmarinus officinalis e Lavandula shaec
« Piante sarde e portoghesi a confronto
Estrazioni di oli volatili suBupleurum fruticosum, Smyrnium olusatrum,
Calamintha nepeta e Achillea millefolium
e Oltre la Sardegna
Estrazioni di oli volatili swuniperus phoeniceaJ. oxycedrugTunisia),Laurus
nobilis (Algeria e Tunisia),Daucus carota(Tunisia) e Stachys yemenensis

(Yemen).
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3.1.Salvia desoleana

L'interesse sull&alvia desoleangianta erbacea perenne endemica della Sardegna, e
dovuto in gran parte alla sua grande affinita @®Badlvia sclaregd66] di cui sono gia
noti i potenziali utilizzi degli oli essenziali pipalmente in campo farmaceutico e
profumiero. In particolare la ricerca e stata fazata principalmente sullo sviluppo di
un processo pulito di estrazione basato sulle tegie della “green chemistry” come
I'estrazione con CQOsupercritico (SFE), al fine di massimizzare laar@s sclareolo,
diterpene appartenente al gruppo dei labdani @igR®) dotato di elevata attivita
antimicrobica [67] e ampiamente utilizzato dalllisttia profumiera [68]. Altro
obiettivo perseguito € stato quello di valutardtiVda biologica, antiossidante ed
antiproliferativa su modelli di cellule endotelialimane, degli estratti supercritici ad alta
pressione.

Le estrazioni sono state realizzate utilizzandomam di S. desoleang@rovenienti

da coltivazioni nella zona di Monti (nord Sardegna)

Figura 29. Struttura chimica dello sclareolo (Labd-14-en&3&giol).

Per la messa a punto del processo SFE sono gliaiait I'impianto da laboratorio di
Cagliari (capacita estrattore 0.3 L.) e per lo sag I'impianto pilota presso la Porto
Conte Ricerche ad Alghero (capacita estrattore)5A..scopo di confronto, su di un
campione diS. desoleana& stata realizzata anche l'estrazione dell'olsersale per
idrodistillazione (HD). Le rese globali di estrazé (tabella 6) sono superiori nel
processo SFE a 90 bar rispetto a quello HD e awanenilteriormente al crescere della
pressione nell'estratto SFE a 250 bar. Occorraganiecche mentre 'estratto supercritico

a bassa pressione ha l'aspetto di un olio giallgligano ed € definibile olio volatile,
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I'estratto ottenuto a pressione piu elevata sigarescome un agglomerato eterogeneo di
olio e materiale solido di consistenza cerosa, dliore giallo carico, costituito
presumibilmente da idrocarburi, esteri, etc.. avaaissa molecolare > 400 u.

La caratterizzazione chimica (qualitativa e compiosie %) € stata realizzata
mediante analisi GC-MS (tabella 7), mentre per dééexninazione del contenuto in

sclareolo si € utilizzata la tecnica GC-FID comdtxd interno.

Campioni Resa %
Salvia desoleanalrodistillato 0.13
Salvia desoleanastratto supercritico a 90 bar 50 °C 4 ore 0.6
Salvia desoleanastratto supercritico a 250 bar 40 °C 4 ore 0.9

Tabella 6. Resa di estraziorte. desoleana

La figura 30 mostra il confronto della composizigrer i componenti principali nei
differenti estratti diS. desolean@HD, SFE 90 bar, SFE 250 bar). L'estratto suptcori
a 250 bar e quello che mostra la piu alta percémtdiasclareolo (75.4 %), contiene
anche minori quantita di altri composti come: datantano (8.4 %), vitamina E (5.9 %),
nonacosano (2.4 %), terpenil acetato (0.6 %), gemen& D (0.5 %) ed eucaliptolo
(0.2 %). L'estratto supercritico a 90 bar mostra samposizione simile all’estratto a
250 bar e in netto contrasto con la composiziondoli@ essenziale ottenuto per
idrodistillazione che invece si caratterizza pea umaggiore resa in composti idrofili

come: linalolo (2.9 %) ed eucaliptolo (3.1 %) e p@ssenza, del tutto normale, di quelli

piu pesanti.
% area
Compound Rl HD__ | SFE 90 bar | SFE 250 bar

Eucalyptol 1033 3.1 0.4 0.2
Linalool 1098 2.9 - -

Terpenil acetate 1350 13.6 2.0 0.6
Germacrene D 1485 26.5 2.4 0.5
Sclareol 2221 5.0 74.6 75.4
Nonacosane, £Hso 2900 - 1.7 2.4
Dotriacontano, GHga 3200 - 3.0 8.4
Vitamin E 3222 - 11 5.9

Tabella 7. Indici di ritenzione, Rl e aree cromatografiche percentuali dei principainposti
identificati negli estratti d5. desolearniger idrodistillazione, (HD), e per SFE a 90 e 2&0.
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Il contenuto in sclareolo nei differenti estrattstato per l'idrodistillato di 53.8g/mg
mentre cresce di un ordine di grandezza nel SHE®@on 54Q.g/mg; nel SFE 250 bar

si registra il contenuto piu alto di sclareolo &l ug/mg.

m Hydrodistillation

SCCO290bar/ 50°C

= o T ..-.‘:.‘.." = -; T '._..: CL
5 404 == ®/5CC0O2 250 bar/40 °C
#

10 I
ol m = [ | = l i

Eucalyptol Linalool Terpenyl Germacrene D Sclareol Monacosane  Dotriacontano Vitamin E
acetate

Compounds

Figura 30. Contenuto nei principali componenti negli estraltiS. desoleanadttenuti per
idrodistillazione, SFE a 90 bar 50 °C, SFE a 250 4@ °C. La figura interna mostra il
cromatogramma GC-MS dell'estratto SFE a 250 ba&tCG10

Dall'esame dei dati ottenuti si evidenzia comdrbesone SFE a 250 bar rispetto a
quella a 90 bar presenti la migliore efficacia @ilaalta selettivita verso lo sclareolo, in
quanto a 250 bar oltre al maggior contenuto (8d/ingvs 540ug/mg) si ha anche una
maggiore resa totale di estrazione (0.9940.6 %); in pratica, partendo dalla medesima
quantita diS. desoleandavorando alla pressione di 250 bar si & ottenotaquantita di
sclareolo doppia rispetto all'estrazione condo®8 aar.

| buoni risultati ottenuti possono spiegarsi in mfoal'estrazione SC-COemula,
variando le condizioni di temperatura e pressideecaratteristiche di un solvente

organico e riesce ad estrarre meglio i componemitdalta massa molecolare.

L'estratto SCC@a 250 bar é stato utilizzato per i test di ativiiologica. Per i test
sono state impiegate due differenti linee celluladfUVEC (cellule endoteliali umane
primarie della vena del cordone ombelicale) e ECV3(ellule endoteliali
immortalizzate ottenute per spontanea trasformazaaila vena del cordone ombelicale

umano). In primo luogo e stato importante verifecae gli estratti esercitano un‘azione
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tossica sulle cellule e quindi possano influenzkreproliferazione cellulare e la
produzione intracellulare di specie radicali deBigeno (ROS): infatti, la produzione
intracellulare di ROS e strettamente correlata atpravvivenza cellulare, alla
proliferazione e all'apoptosi [69].

La valutazione dell'eventuale citotossicita deftatto di S. desoleanaée stata fatta
incubando le cellule in tre diverse concentraziOrl, 1.0 e 10 pug/ml per 24 h a 37 °C.
La vitalita cellulare é stata misurata utilizzanbiest CyQUANT ® NF e confrontando
con il bianco di controllo (0.1 % dimetilsolfossid@MSO). Dai risultati, riportati in
figura 31, si vede che l'estratto SFE a 250 b&. diesoleanaon ha mostrato tossicita a

nessuna delle concentrazioni testate.

A Cytotoxicity in  ECW304

savtopams
san - sagsern N TOATEOTTRTTTTAAARAARTARRAM

SAL O-1psgirnil

o L -0 .@

(%% of control

=B Cytotoxicity in HUWVEC

saLtopoemt -
saw - sagerenn NIRRT RRTROARRARTTTRTID

PP Jor S
{%% of control)
Note: Compounds were incubated in the cells for 24 Hl @ability was determined by CyQUANT® NF assayaMes are

reported as percentage of the vehicle control (DM&O). Data are expressed as percent of contidRLC untreated cells; #D,,
hydrogen peroxide; SAlSalvia desoleanextract.

Figura 31. Citotossicita degli estratti &. desoleangerso ECV304 (A) e HUVEC(B).

La misura del ROS e stata effettuata utilizzandsdada fluorescente ,BCFDA.
Cellule endoteliali (ECV304 e HUVEC) sono stateipcabate con la sonda,BICFDA
1 uM e quindi trattate con tre differenti concentramidell'estratto per 2 h in presenza di
H.O,, 75 uM.

| risultati (figura 32) derivati da cinque serie diisure sono espressi come
percentuale di cellule non trattate con il contol0.1 % DMSO). L'esposizione di

ECV304 a concentrazioni crescenti degli estrattiebarcitato un significativo effetto
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antiossidante rispetto alle cellule trattate saa €,LO, (figura 32A). Analogamente |l
trattamento con le stesse concentrazioni sullaaliogllulare HUVEC ha indotto un

significativo effetto antiossidante rispetto aledlgle trattate solo con 4@, (figura 32B).

A DCF Fluorescence in ECVv304

(A O A

SAL 10 pg/mil + HO,

SAL 1 pg/ml + HO»

SAL 0.1pg/mi + HO,

HO > o
CTRL
& & >
(% of the eoll“oh #
B DCF Fluorescence in HUVEC
SAL 10pgiml + 1,0V HH#
E

{% of control)

Note: Endothelial cells were incubated with 1 pMOEFDA in PBS plus for 30 min and then treated foh vith different]
concentrations 0B. desoleanaxtracts in the presence of 75uMd4.. Data are expressed as percent of the vehicleatdf.1%
DMSO).

(A) Dose-response effect 8f desoleanaxtracts in the presence of®3 on intracellular ROS levels of ECV304.
(B) Dose-response effect 8f desoleanaxtracts in the presence of®4 on intracellular ROS levels of HUVEC.
CTRL, untreated cells; ., hydrogen peroxide; SAIS. desoleanaxtract.

(A-B) *Significantly different from the control anésignificantly different from hydrogen peroxide<®.05).

Figura 32. Effetto protettivo degli estratti &. desoleanaulle linee cellulari ECV304 e
HUVEC dallo stress ossidativo indotto dg4.

L'estratto € risultato efficace nel neutralizzaeffétto stimolante sulla produzione di
ROS, il miglior effetto si € ottenuto con la pitaatdose (10 mg/ml). Questa proprieta
osservata dell'estratto @. desoleangu0 essere spiegata in parte attraverso l'azione
antiossidante di alcuni componenti, come ad esersgareolo [70] e vitamina E che
hanno dimostrato di essere efficaci donatori dygeno.

Inoltre, per analizzare l'eventuale effetto protettdell'estratto contro lo stress
ossidativoin vitro, si e utilizzato un modello con,B, come induttore del danno
ossidativo misurando il contenuto cellulare di DNIRECV304 e HUVEC con il test kit
CyQUANT® NF. Le cellule sono state trattate peh2éon dosi crescenti di dell'estratto
di Salvia desoleanéfigura 33A/B). | risultati rivelano che il trattaento con una dose di
10 pg/ml di estratto ha avuto un effetto citoprotet su entrambe le linee cellulari

rispetto al danno cellulare indotto da perossidazio
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Quindi, l'effetto antiossidante osservato pernasi diS. desoleanaon diminuisce
la quantitd di radicali utili alla sopravvivenzalldecellule: infatti dopo 24 h di
trattamento, il contenuto di DNA é sostanzialmesimile a quello delle cellule di
controllo. E probabile che nel corso delle 24 hgéélule siano in grado di ripristinare i

meccanismi redox che permettono loro di sopraveignqualsiasi attacco ossidativo o

riduttivo.

A Cytoprotection in ECV304

L

#

SAL 10 psg/mi + H,O,

SAL 1 pgfml + HyO»
SAL 0. 1pg/iml + HyO»
H>O,

CTRL

%

© < &
{% of control)

B Cytoprotection in HUVEC

sALtOpmgm +H0.4 =
SAL 1 gt + H,0, [0 O0 OO nnTan

SAL O.1pg/iml +H.O, F——————————

HyO»

CTRL

{% of control)

Note: The measurement of cellular DNA content was evatliaising the kit, CYQUANT® NF assay. Data are esped a
percentage of the vehicle control (0.1% DMSO). Desponse effect @. desoleanaxtracts in the presence of 75 pMQd on
proliferation of ECV304 (A) and HUVEC (B). CTRL, treated cells; bD,, hydrogen peroxide; SALS. desoleanaxtract.

#Significantly different from hydrogen peroxide<®.05).

Figura 33. Effetto citoprotettivo dose-risposta dell’estrattioS. desoleanaerso I'aggiunta di
75 UM HO;,
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3.2. Germe di grano

L'interesse sull'utilizzo come nutraceutical détfadi germe di grano € dovuto al
fatto che esso presenta il piu alto contenuto chfterolo tra tutti gli oli vegetali, fino a
circa 2500 mg/kg, e in particolare il piu alto cemito dia-tocoferolo, che rappresenta
circa il 60 % del contenuto totale. Inoltre, oliogerme di grano € molto apprezzato
grazie al suo alto contenuto di acidi grassi esaBrEFA). L'olio viene normalmente
ottenuto dal germe di grano mediante il tradizienalocesso di estrazione con solventi
che pero presenta inconvenienti che mal si comdliaon le esigenze di qualita e
sicurezza delle moderne industrie farmaceuticheledentari. L'estrazione con GO
supercritico potrebbe quindi porsi come una valalternativa rispetto ai metodi
tradizionali.

L'attivita & stata focalizzata sullo studio dedtieti della pressione e del tempo
estrazione sull’efficienza di estrazione e la daatiell'olio, allo scopo di ottimizzare le
condizioni operative del processo di estrazioneestfiica, anche in prospettiva di un
futuro passaggio di scala.

Differenti estrazioni con COsono state effettuate alle pressioni di 200, 23D@
bar; il tempo totale di estrazione € stato di 8dm @relievi ogni ora. A scopo di
confronto sono state eseguite anche tre differestrazioni con solvente (esano,

metanolo, cloroformio-metanolo in miscela 2:1).
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Figura 34. Effetto della pressione sulla resa di estrazione per 1’olio da germe di grano:
¢, 200 bar; A, 250 bar; ¢, 300 bar.
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In figura 34 € mostrata la resa di estrazione tispd tempo per le prove alle diverse
pressione di esercizio. Un tempo di estrazione Hia& 300 bar da una resa in olio di
germe di grano superiore al 9 % (m/m). il SC.@@ una resa di estrazione solo di poco

inferiore a quelle relative all'estrazione con sale organico (figura 35).

Chloroform-Methanol

Methanal

Hexane

SFE 300

Extraction method

SFE 250

SFE 200

0 2 4 6 8 10 12

Yield, %

Figura 35. Effetto del metodo utilizzato sulla resa di estrazione per 1’olio da germe di grano.

La maggiore resa di estrazione dei solventi organigpetto al SC-C@ potrebbe
spiegarsi con la scarsa selettivita di tali solvemui estratti potrebbero contenere anche
alcuni composti indesiderati.

La concentrazione di-tocoferolo (1g/mg di olio, misurata in HPLC con 6 repliche)
nei campioni di olio di germe di grano ottenuti (80, 200, 250 e 300 bar, tempo di
estrazione di 8 h e da solventi organici) non prsevariazioni considerevoli fatta
eccezione per l'olio estratto in MeOH, che ha nabgtvalori significativamente piu
bassi (figura 36). | valori piu alti competono camue agli estratti mediante SFE

L'analisi GC della composizione in acidi grassib@éa 8) di tutti i campioni ha
rilevato come costituenti principali gli acidi: patico (16:00), oleico (18:1 n-9),
linoleico (18:02 n-6), linolenico (18:3 n-3), e esaenoico (20:1 n-9). La tabella 8
mostra anche i risultati relativi agli acidi sat$FA), monoinsaturi (MUFA) e
polinsaturi (PUFA). | PUFA, con valori nell'interlla 57 + 60 %, sono stati il principale
gruppo di acidi grassi, in tutti i campioni analgz valori di circa il 18 % e il 21 + 23 %
sono stati osservati per SFA e acidi grassi moatims rispettivamente.
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L'analisi statistica (one-way ANOVA) ha mostratdfelienze significative (p <0.05)
tra le differenti procedure di estrazione, in patare relativamente alle concentrazioni
degli acidi: oleico, linoleico, linolenico, araclidico (20:00), e eicosaenoico. Sono
emerse anche significative differenze tra le degsocedure di estrazione nel caso di
acidi grassi monoinsaturi e polinsaturi. L'estraei@on metanolo ha mostrato il valore
piu basso per MUFA e il valore piu alto per la faame PUFA.

In figura 37 sono riportati i valori espressijg/mg di olio ottenuti dall'analisi HPLC
dei principali acidi grassi insaturi (18:01, 18:028:03). Differenze significative
(p < 0.05) sono state osservate tra le differercedure di estrazione. A conferma dei
dati precedentemente ottenuti in GC, l'estrattoam@ico ha mostrato la piu bassa
quantita di acidi grassi insaturi (101.7, 230.3%e43ig/mg 18:01 n-9, 18:02 n-6, e 18:03
n-3, rispettivamente, come valori medi su 6 campionentre I'olio ottenuto mediante
SC-CQ a 250 bar ha espresso i massimi livelli (188.4,.808 59.5.ug/mg 18:01 n-9,
18:02 n-6, e 18: 3 n-3, rispettivamente).

1,2

L

0.8 T T

0,6

0,4 -

a-Tocopherol (ug/mg oil)

0,2

0,0

Methanol Hexane Chlor/Meth SFE 200 SFE 250 SFE 300
Extraction method

Figura 36. Contenuto dia-Tocoferolo (espresso come&y/mg olio) nei campioni di olio di

germe di grano ottenuti mediante SFE (200, 250 @ [20) e estrazione con solventi (esano,
metanolo e cloroformio-metanolo).

In conclusione i risultati confermano, in accordoncla letteratura [71,72], le
significative differenze sulla qualitd dell'olio tebuto mediante SC-GOrispetto
all'estrazione con solventi. L'olio estratto in 80, a 250 bar ha dimostrato di
possedere il piu alto contenuto nei composti deatdda-tocoferolo e PUFA). I

processo di estrazione SC-£@imostra grande flessibilita, grazie alla posg#ili
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modulazione continua del potere solvente / sel&iwltre al vantaggio immediato

rispetto alle tecniche di estrazione tradiziondli, non richiedere un costoso post-

trattamento degli estratti per I'eliminazione d#venti nocivi.

Farty acid Chiomoform Methanal Methanal Hezans SFE 30 SFE 2350 5FE 300
14:0 011 =000 014 =000 02 =000 315=0.05 018=0.01% 412 =001
L6:0 15.98 = .04 17.12+£0.73 1753 =023 1740 =083 1715 =000 1649 =060
141 m-7 025 =0.01° 037=014 030=0.00 b 25=0.04 028 £ 0.05 025=0.01°
18:0 0.00=0.08 083 =002 0,01 =0.01 002 =010 088 =007 090=0.03
18:1 B-T 070 =008 091 =001 0.87 =008 (.88 = 0.16 087 0605 Q. 79=005
181 n-2 20.06=0.18" 1887=0.16 2043=00" 2015068  [997=008" 2041 =022"
182 n-6 F180=0.03 5157+ 0.66 50822001 SI00=103°  5135=018° 521130510
18:3 »-3 7.0 = 005" 1482=011 6.33 =0.01% .20 =016 642 = 0,085 648 £ 007
20 019 = Bog~* 011 =000 0.30 = D.00* 013=003" D36£004%4 020 =006AE
21 n-p 1.29=0.01" 102=0.02 132 =0.01" Lig=q16" 139=001% 143=0401
SFA 18.20=41.08 18.25:0.77 18876021 18.00=0.70 18.67=0.04 17 820700
MUEA 13 300 00" 2100 23.00=0.06" 23.53=001" 13.53=0.00" 22 §8=p. 2"
PUFA 38020 18" 60 20=0.77 §T3%002" 57270700 STOE=027  5REl=0.57M
SFA, saturated fatny ackds; MUFA, menounsaturated Dty acids: PUFA, pelyunsatarated fatty acids.
Mean and standard deviation of & samples (n= )
p= 0.05, *=versus methanol, *hexane, “chlomform-mathanal, “200 bar, “230 bar.

Tabella 8. Contenuto in acidi grassi (% analisi GC) dell’olio di germe di grano ottenuto mediante
le differenti tecniche di estrazione.

(pg/mg oil)

Fatty acid

Figura 37. Contenuto in acidi oleico (18:1), linoleico (18:2)linolenico (18:3 n-3) (espresso
comepg/mg di olio) negli estratti di germe di grano atié mediante SFE (200, 250 e 300 bar)

=007 O1s:1 O18:2 O18:3m3 .
400 a a L l
— T T
20
200 - a sb ad ad
100 1 a a abc |* ae ad
{I T T j T _| T T T 1
A ethamol Hezame ChlorXieth SFE (M SEE 250 SEFE 300

Extraction method

ed estrazione con solventi (metanolo, esano efolonio-metanolo).
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3.3.Pistacia lentiscus

Il lentisco Pistacia lentiscud..), appartiene alla famiglia delle Anacardiaceaein
arbusto legnoso sempreverde, molto ramificato,peieraggiungere i 3-4 m di altezza.
E uno degli arbusti pitl comuni nel bacino Meditaga ed in particolare in Sardegna
dove esiste una consolidata tradizione d’'uso perscopi, dalla trasformazione delle
varie parti della pianta (olio fisso dalle bacciméso dalle foglie, resina, olio essenziale
da foglie e bacche) per uso alimentare, cosmeticellea medicina popolare. L'olio
essenziale ricavato dalle foglie € dotato di d#ivantimicrobica, antifungina e
antiossidante [73,74], la sua composizione variseeonda della zona geografica di
provenienza e del metodo di estrazione utilizza%16].

L’interesse in questa parte della ricerca e statalizzato sullo studio vivo sui ratti
dell'attivita antiossidante dell’olio essenzialeRdilentiscusottenuto mediante estrazione
con CQ supercritico (SFE). La matrice usata era costitldaafoglie diP. lentiscus
raccolte nel nord Sardegna, l'estrazione e staddizeata a 90 bar e 50 °C in
configurazione con due separatori, condizioni dicpsso ottimizzate in precedenza
[77]; a scopo di confronto si e ottenuto anchad'@ssenziale per idrodistillazione (HD)
in apparato Clevenger secondo F.U.

Gli estratti sono stati caratterizzati chimicamemiediante tecnica GC e GC-MS; 76
sono i componenti I'olio rilevati, la percentuale identificazione € stata del 94.9 %
(HD) e del 90.4 % (SFE). Gli oli SFE e HD presentaomposizione chimica similare
anche se sono presenti alcune differenze quanétéabella 9); si noti che nell’estratto
SFE la componente idrocarburica € maggiore cheugtlayHD (81.5 %vs 78.5 %), in
particolare con i sesquiterpeni germacrene D (¥#9\& 11.2 %) ey-cadinene (8.7 %
vs 1.2 %).

Lo studio dell'attivita antiossidante dell’estraB&E diP. lentiscusn vivo sui ratti &
stato eseguito utilizzando un modello di dannodzgsio da ischemia celebrale indotto
da occlusione delle carotidi. L'occlusione carodidé spesso associata a ischemia
celebrale [78-80]. L’interruzione della circolazeomel cervello impedisce ai tessuti di
sostenere il metabolismo basale, in concomitanzaveificano degli eventi
patofisiologici che possono produrre modificaziorstrutturali e funzionali
nell’organizzazione del tessuto celebrale [81,82inodo esemplificativo possiamo
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affermare che il processo di ischemia / riperfusiporta ad infiammazione e stress
ossidativo che danneggia nella corteccia centralembembrana degli acidi grassi
altamente poliinsaturi (HPUFAS) e induce infinerarte neuronale.

Si e valutato l'effetto della somministrazione #ibcessenziale dP. lentiscusnel
ratto, sulle modifiche del profilo degli acidi gsasndotta da occlusione transitoria
bilaterale dell’arteria carotide (BCCAO) cortectiantale e nel plasma.

Sono stati impiegati 16 ratti adulti Wistar sottepp@ BCCAO per 20 min seguita da
30 min di riperfusione; 6 h prima dell'interventioirargico, ai ratti, assegnati in modo
casuale in quattro gruppi, € stato somministragsttatto SFE dP. lentiscug200 mg in
0.45 ml di olio di girasole come veicolo), al grapg controllo € stato somministrato il
solo veicolo.

Si e riscontrato che nei ratti trattati con il segkicolo il processo di BCCAO seguito
da riperfusione ha innescato nella corteccia flentaa diminuzione, valutata mediante
tecnica HPLC, del livello di acido docosaesaenaied, CoH3,0, (DHA) (figura 38),
costituente la membrana degli acidi grassi altampaotiinsaturi (HPUFAS) piu sensibili
all'ossidazione. Nei ratti pre-trattati con l'oliessenziale non si €& verificato questo
cambiamento, si e anche riscontrata una diminuziaee livelli dellenzima
cicloossigenasi-2 (COX-2), valutati mediante WastBtot (immunofissazione) e nel
plasma sono aumentati sia il contenuto di DHA esuo precursore, l'acido
eicosapentaenoicoH300. (EPA) che i livelli di palmitoylethanolamide 18H3/NO;
(PEA) e oleoylethanolamide@3gNO, (OEA).

In conclusione e possibile ipotizzare che il tnaato con 'olio diP. lentiscugprima
del processo di BCCAO/R prevenga la diminuzioneligeili di DHA nella corteccia
frontale indotti dallo stress ossidativo. E ipotibite che I'aumento dei livelli plasmatici
di PEA e OEA possa indurre la biosintesi DHA prgigdo cosi il tessuto cerebrale

durante il processo di ischemia / riperfusione.
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Figura 38. Acido docosaesaenoico (DHA).
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RI Compound % HD | % SFE
933 ALPHA-PINENE 8.7 6.3
973 SABINENE 2.9 5.8
977 BETA-PINENE 3.( 2.4
991 MYRCENE 4.6 3.9

1006 ALPHA-PHELLANDRENE 2.2 1.5
1016 ALPHA-TERPINENE 1.7 0.4
1028 BETA-PHELLANDRENE 4.3 3.7
1057 GAMMA-TERPINENE 2.5 0.7
1177 TERPIN-4-OL 4.3 1.0
1294 2-UNDECANONE 1.4 1.0
1375 ALPHA-COPAENE 1.3 1.7
1389 BETA-CUBEBENE 0.4 1.1
1391 BETA-ELEMENE 1.3 1.3
1418 BETA-CARYOPHYLLENE 5.7 6.6
1452 ALPHA-HUMULENE 2.1 2.4
1477 GAMMA-MUUROLENE 2.6 2.9
1481 GERMACRENE-D 11.2 19.9
1495 ALPHA-SELINENE 1.5 1.7
1499 ALPHA-MUUROLENE 2.3 1.6
1513 GAMMA-CADINENE 1.2 8.7
1524 DELTA-CADINENE 10.5 4.2
1641 EPI-ALPHA-MUUROLOL 3.3 1.0
1653 ALPHA-CADINOL 2.6 0.9
% totale componenti identificati 94.9 90.4

% totale comp. idrocarburici 78.5 81.4

% totale comp. ossigenati 14.5 7.5

Tabella 9. Indici di ritenzione (RI) e area cromatograficarqemtuale (%) dei principali
componenti identificati, su 75 rilevati, nell'oliessenziale da foglie d?. Lentiscusottenuto
mediante SFE a: 90 bar, 50 °C e HD
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3.4.Myrtus communis

I Mirto (Myrtus communisL., Myrtaceae) € un arbusto diffuso nella macchia
mediterranea e particolarmente in Sardegna. Ledisenziale ottenuto da foglie, fiori e
bacche e stato utilizzato nella medicina tradiZiersarda per le sue proprieta tonificanti
e balsamiche, rendendolo quindi interessante pepaianziale impiego polivalente
come antiossidante, antibatterico e antisetticogB3 E documentata anche I'attivita
antimicrobica dell’'olio essenziale [86] contEo coli, S. aureuse C. albicanse ceppi
clinici di Mycobacterium spp. romani [87] ed € stata riscontrata anche attivita
antitumorale e antiossidante [88].

Il nostro interesse, sull'olio essenzialeMli communissi &€ concentrato sullo studio
dell'attivita antinflammatoria topica nei ratti, rge lI'edema dell'orecchio indotto da
croton oil e sull'attivita della myeloperoxidasi F®). L'olio & stato utilizzato anche sul
granuloma indotto da cotton pellet determinand@lost dei markers: tumor necrosis
factor-a (TNF-a) e interleukina-6 (IL-6).

L’olio essenziale é stato ottenuto per idrodistilbae, in apparato Clevenger secondo
F.U., da foglie diM. communisraccolte in Sardegna (zona del Sarrabus). La
caratterizzazione chimica, eseguita mediante tadBiC-MS, evidenzia la presenzavsi
pinene (11 %), 1,8-cineolo (16 %), linalool (12 %YXerpineol (7 %), e limonane (5 %)
come componenti maggioritari (tabella 10).

Per la caratterizzazione dell’attivita antinfiamoré in vivo sono stati impiegati
esemplari maschi di ratto albino Wistar (150 + 1jj0e topi Swiss in accordo con le
direttive CPCSEA (Committee for the Purpose of @untand Supervision on
Experiments in Animals)

L’ edema da croton oil (ottenuto da semiQlioton tiglium Euforbiaceae) é stato
indotto mediante applicazione dell’'olio di crotorllforecchio di tutti gli animali
utilizzati. L’applicazione topica dell’olio essenai riduce lo spessore dell’'orecchio
dell’animale in modo dose dipendente (tabella 11).

L’attivita della MPO é stata valutata su un campiaintessuto dell’orecchio del topo
a 24 h dal trattamento con croton oil mediante rnaigpettrofotometrica [13]; I'attivita
del 100 % e quella misurata nei topi trattati swda croton oil; su quelli trattati poi per

via topica con l'olio essenziale M. canmunis o con dexamethasone (antinflammatorio
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di riferimento) viene misurata la diminuzione relatdell’attivita della MPO (tabella

12).
RI % Compound
940 11.2 a-PINENE
1032 4.87 LIMONENE
1035 15.92 1,8-CINEOLE
1100 11.83 LINALOOL
1191 7.10 o-TERPINEOL

Tabella 10. Indici di ritenzione (RI) e aree cromatografichergentuali (%) dei principal

componenti I'olio essenziale ottenuto da foglid/dicommunigSardegna — zona Sarrabus).

Treatment Ear thickness in pm {mean = SEM)
Vehicle 145595
MCEO (1 mL/kg) 654=7.5%
MCEO (2 mL/kg) 45.6=3.5%
Dexa (10 mg/'kg) 274+ 25*
* P< 0.05 compared with vehicle treated group (One-way ANOVA
followed by Dunnett’s test).

Tabella 11. Effetto dell'olio essenziale dM. communis(MCEQ) sull’edema dell'orecchio
indotto da croton oil nei topi.

Treatment MPO activity in U/mg tissue (mean = SEM)
Vehicle 100=155
MCEO (1 mL/kg) 58.6=124%
MCEO (2 mL/kg) 45.4=85%
Dexa (10 mg'kg) 405=55*
= P= 0.05 compared with vehicle treated group (One-way ANOVA followed
by Dunnett’s test).

Tabella 12.Effetto del MCEO sull'attivita della MPO nei topi.

Sui ratti € stato indotto un granuloma da cottofiepalel peso di 96.0 £ 5.0 g.
L’applicazione topica dell'olio essenziale dW. communis 0 di indometacina

(riferimento), ha ridotto la massa dl granulomamodo significativo con andamento

dose-dipendente come mostrato in tabella 13.
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La valutazione, nel siero dei ratti con granulomdotto da cotton pellet, dei markers
TNF-0 e IL-6 & stata eseguita secondo il protocollo BL[89]; anche in questo caso
I'applicazione topica dell'olio essenziale M. communiso di indometacina ha ridotto
significativamente i valori dei markers rispettay@elli misurati sui ratti trattati con il
solo veicolo (olio di paraffina) come mostrato abella 13.

Treatment Granuloma mass mg Serum TNF-a Serum IL-6
(mean = SEM) pg/mL pg/mL
Vehicle 06.0+50 4583+306  42016=459
MCEQ (1 mL/kg) 482=08% 3240+ 347 3208+250
MCEQ (2 mL/kg) 446=52% 3053284 2804324
Indomethacin 43262 2701£360 25832347
(10 mz'kg)

Tabella 13.Inibizione del granuloma da cotton pellet e ridug dei markers TNE-and IL-6
nei ratti dovuta all’applicazione topica di olicsesziale dM. communis

L’edema nell'orecchio indotto da croton oil € undeilo animale ampiamente
utilizzato per studiare l'inflammazione della pei@alogamente il granuloma indotto da
cotton pellet € ampiamente utilizzato per valutée componenti transudative e
proliferativa nell'infiammazione cronica [90]. Dati letteratura riportano composizioni
similari [91] per I'olio diM. communisla presenza di 1,8-cineolo e riportata anche in
altri oli su cui si e riscontrata attivita antinfianatoria [92].

| risultati ottenuti forniscono una prova speringatin vivo della buona attivita
antinflammatoria dell'olio essenziale M. communische si suppone sia attribuibile alla

riduzione della migrazione dei leucociti verscegsuto danneggiato.
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3.5. Verbenaceae e lamiaceae sarde

Gli estratti volatili ottenuti da queste matricigegali sono stati oggetto, oltre che di
caratterizzazione chimica, di tesh vitro sull'attivita biologica antibatterica e
antifunginea. In particolare sMitex agnus-castufl6] si sono investigati i vari organi
della pianta (foglie, fiori e frutti), mentre nedso delleéSatureia thymbrdl5] l'interesse
si e rivolto soprattutto sullo studio del procedsestrazione SFE. Per le altre lamiaceae
studiate, sempre con estrazioni SFE, l'interessecipale € stato il confronto delle

composizioni chimiche e dell’attivita antibatterieantifunginea riscontrate.

3.5.1.Vitex agnus-castus

| differenti oli essenziali sono stati ottenuti nede SC-CQ (SFE) e
idrodistillazione (HD) utilizzando foglie, fiori érutti di V. agnus-castusaccolta in
Ogliastra (Sardegna centro-orientale). La resasttiagione (m/m) € stata simile per
foglie (0.5 %, SFE e HD) e fiori (0.4 %, SFE e HDJentre risulta piu elevata sui frutti
(2.2 % SFE, 0.8 % HD). La composizione degli esteastata ottenuta mediante analisi
GC-MS con colonna HP5.

L'estratto SFE ottenuto dalle foglie (tabella 14yaatterizzato dalla presenza di:
bicyclogermacrene (13.6 %), 1,8-cineolo (11.2 %arene (10.9 %), sabinene (10.0 %),
(E)-B-farnesene (9.2 %), manool (5.3 %}pinene (3.8 %)q-terpinyl acetate (3.6 %) e
(E)-caryophyllene (3.5 %). I'olio HD ottenuto dafteglie &€ caratterizzato dai medesimi
componenti maggioritari dell'estratto SFE, anchmg@oporzioni differenti (tab. 14).

Nel caso dell'estratto SFE ottenuto dai fiori i agnus-castuqtabella 15) i
componenti principali sono: bicyclogermacrene (1%6§, (E){3-farnesene (8.3 %),
manool (8.2 %), (E)-caryophyllene (5.0 %), 1,8-cilme(4.1 %), a-terpinyl acetate
(2.2 %), spathulenol (1.5 %) e sabinene (1.7 %) I'B%& HD ottenuto dai fiori (tabella
15), valgono le stesse considerazioni fatte péydke.

I componenti principali nell'estratto SFE ottenutai frutti (tabella 16) sono:
(E)-B-farnesene (16.9 %), bicyclogermacrene (15.7 %@,ciheolo (9.1 %), manool
(5.9 %), a-terpinyl acetate 4.7 %, sabinene 4.2 &pinene 3.6 %-phellandrene
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(2.3 %), (E)-caryophyllene 2.3 % e spathulenol %.5anche in questo caso l'olio HD
(tabella 16) non presenta, a parte la diversadesatrazione, sostanziali differenze con
I'estratto SFE.

L'analisi comparativa dei risultati dell'analisi @S , come sinteticamente riportato
in figura 39, mostra chiaramente che tutti gli @ienuti sono caratterizzati da elevate
quantita di bicyclogermacrene, (B)farnesene and 1,8-cineolo. Tuttavia la
concentrazione di (H}-farnesene € maggiore nei frutti (16.9 %) che nieltgie o nei
fiori (9.2 % e 8.3 %, rispettivamente). Inoltrecibntenuto di 1,8-cineolo € maggiore
nelle foglie (11.2 %) rispetto ai frutti e ai fiq®.1 % e 4.1 %) .

Vitex agnus-castus L.
composition SFE extracts from leawes, flower and fruits

W eaves
M flow ers
O fruits

Figura 39. Principali componenti degli estratti SFE 90 bar differenti organi diV. agnus-
castus

Si potrebbe concludere, rispetto alla composiziohinica, che i risultati ottenuti
rafforzano i precedenti dati di letteratura [93lleswlifferenze qualitative e quantitative
degli oli essenziali ottenuti dai diversi organildgianta. Per quanto riguarda i metodi
di estrazione, gli oli SFE e HD non presentano vaialifferenze nella composizione
chimica. Le differenze osservate possono esseratel@al fatto che l'idrodistillazione
induce migrazione di composti volatili dalla pam¢erna delle strutture di secrezione
fino alla superficie foliare, seguita poi da unaassiva evaporazione. Pertanto, i
componenti a basso peso molecolare vengono egiattfacilmente dalla matrice
vegetale, mentre nel processo FSE il,CDpercritico emula un solvente organico

capace di estrarre meglio i componenti a piu allasa molecolare.
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TR I | HD | SFE Compound Identification?
521 | 927 | 0.2 tr a-thujene MS, &k
539 | 934 | 25| 338 a-pinene MS, Ig, Inj
6.42 | 975| 56| 100 sabinene Mg, Ihj
651 | 978 | 04 | 05 B-pinene MS, Ig, Inj
6.87 | 993| 0.6| 0.8 myrcene Mg, Inj
7.29 | 1007| 0.3 | 03 a-phellandrene MS, Ig, Inj
7.68 | 1018 | 0.4 - a-terpinene MS, kj
8.08 | 1030| 2.2 | 3.0 B-phellandrene MS, Ir
8.18 | 1032 8.1| 11.3 1,8-cineole Mg, Inj
8.71 | 1048 | 0.3 tr (E)-B-ocimene MS, |k
9.09 | 1059 | 0.7 - y-terpinene MS, g, Inj
9.37 | 1067 - 0.3 cis-sabinene hidrate MS, |
10.16| 1090 0.2 - terpinolene M, Inj
10.57| 1101| 0.2 tr linalool MSg,l Inj
13.64| 1178 14| 0.3 terpin-4-ol M&, Inj
14.17| 1191 | 05 0.6 a-terpineol MS, Ir, Inj
20.30| 1338 | 0.2 | 0.3 d-elemene MS, &k
20.85| 1352 | 4.1 | 3.6 a-terpinyl acetate MS, Ig, Inj
23.29|1411| 1.7 | 15 a-gurjunene MS, Ig, Inj
23.70| 1421] 5.0 3.5 (E)-caryophyllene M&, Ihj
24.17| 1433| 0.1 tr B-gurjunene MS, Ir
24.36 | 1437 | 0.2 tr o-trans-bergamotene MS, Ik
24.45| 1440, 0.2 - aromadendrene MS, |
24.66 | 1445| 0.4 - (2)-B-farnesene MS, |k
25.03| 1454 | 0.2 tr a-humulene MS, Ir
25.30| 1461| 10.1| 9.2 (E)-B-farnesene MS, |k
26.15| 1482| 0.1 - y-muurolene MS, |k
26.86| 1500] 16.2 13.6 bicyclogermacrene MS, |
26.95| 1502| 0.1 - epizonarene M, |
27.29| 1511 | 0.1 - (2)- a-bisabolene MS, &k
27.47| 1515| 0.1 tr transy-cadinene MS, &k
29.50| 1568 0.6/ 0.3 ledol M& |
29.81| 1576 - 0.6 germacrene D-4-ol MS, |
29.87| 1578 0.3] 0.3 spathulenol Mg, |
30.11| 1584 0.7 tr globulol MSg |
30.86| 1604 1.9 1.5 viridiflorol MSgI
32.26| 1642 | 0.7 | 0.4 epi-a-cadinol MS, &k
32.77]| 1655| 0.4 - a-cadinol MS, |k
33.85]| 1685| 0.1 - a-bisabolol MS, &k
36.01| 1746/ 0.2 - 6R,7R-bisabolone MS, |
37.72| 1795 2.0 - bicyclo-vetivenol M& |
41.11| 1896/ 0.8 0.6 8S,14-cedrane-diol MS, |
41.93| 1921 0.2 - 8S,13-cedrane-diol MS, |
42.15| 1928| 1.7 - epi-laurene Mg, |
42.94| 1953] 1.8| 2.6 beyrene Mg, |
43.09| 1957 0.3 tr ent-rosadiene MS, |
43.21| 1961] 0.2 tr pimaradiene M§, |
43.88| 1982| 0.2 tr sandaracopimara-8(14)-15-diene , IMS
44.10| 1989 5.9/ 10.9 sclarene Mg, |
46.11| 2054| 0.2] 0.5 epi-13-manoyl oxide MS, |
46.85| 2078 2.0/ 5.3 manool Mg, |
51.25| 2229 - 0.4 sclareol M& |
52.66| 2279 | 0.9 | 14 7-0-hydroxy-manool MS, &k
56.73| 2430 - 0.9 methyl strictate Mg, |
Note:® Identification has been realized by comparing nsmectra (MS), retention Indices)l and
injection of authentic compound (Inj)and injectiminauthentic compound (Inj).

Tabella 14.Tempi di ritenzione, & indici di ritenzione g e aree cromatografiche percentuali
dei composti identificati negli oli essenziali daglie di Vitex agnus-castu&. estratti per
idrodistillazione, (HD), e per SFE a 90 bar, 40(3EE).
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Tr Ir HD | SFE Compound Identification®
538 | 934 | 1.0 | 0.9 a-pinene MS, I, Inj
6.39 974 1.2 1.7 sabinene Mg, Ihj
6.85 992 | 0.2 tr myrcene MS, Inj
8.07 | 1029| 09 | 1.2 B-phellandrene MS, Ik
814 | 1031] 15| 4.1 1,8-cineole Mg, Inj
13.60 | 1177 0.3 tr terpin-4-ol M, lInj
14.15| 1191 | 0.3 | 0.7 a-terpineol MS, I, Inj
20.81| 1351 | 20 | 2.2 a-terpinyl acetate MS, I, Inj
23.26 | 1410 | 0.8 | 1.2 a-gurjunene MS, Ir, Inj
23.66 | 1420/ 3.0 5.0 (E)-caryophyllene Mg, lhj
24.34 | 1437 | 0.2 tr a-trans-bergamotene MS, Ik
24.64 | 1444 | 0.7 | 0.9 (2)-B-farnesene MS, Ik
25.25| 1459 | 5.2 8.3 (E)-B-farnesene MS, Ir
26.80 | 1498| 9.7| 13.7 bicyclogermacrene MS, |
27.26 | 1510 | 0.3 | 05 B-bisabolene MS, Ir
27.83| 1525 | 0.4 tr transy-cadinene MS, Ir
29.47 | 1567 0.5 tr ledol MSg |
29.86 | 1577 14 1.5 spathulenol Mg, |
30.09| 1583] 1.1 tr globulol MSg |
30.39 | 1591] 0.3 tr viridiflorol MSgl
32.14| 1638 | 0.4 tr B-acorenol MS, Ik
3224 1641 | 04 tr epi-a-cadinol MS, Ir
32.35| 1644| 1.6 tr himachalol M |
32.74| 1655 | 0.3 tr a-cadinol MS, Ir
33.82 | 1684 | 0.6 tr a-bisabolol MS, Ir
37.72| 1795| 64 - biciclo-vetivenol M& |
42.13 | 1927| 5.2 tr epi-laurenene MS, |
43.86 | 1982| 4.1 2.3 sandaracopimara-8(14)-15-diene S, M
46.85| 2078] 79| 8.2 manool Mg, |
52.63 | 2278 | 1.5 | 0.8 7-a-hydroxy-manool MS, &k
Note:® Identification has been realized by comparing megectra (MS), retention Indices)! and
injection of authentic compound (Inj)and injectioinauthentic compound (Inj).

Tabella 15.Tempi di ritenzione, &, indici di ritenzione)r e aree cromatografiche percentuali
dei composti identificati negli oli essenziali drf di Vitex agnus-castud. estratti per
idrodistillazione, (HD), e per SFE a 90 bar, 40(3FE).

Tr Ir HD | SFE Compound Identification®
538 | 934 | 41| 3.6 a-pinene MS, Ir, Inj
6.40 974 | 4.9 4.2 sabinene M8, Ihj
650 | 978 | 05| 04 B-pinene MS, I, Inj
6.85 992 0.6 0.5 myrcene Mg, Inj
7.28 | 1006 | 0.5 0.3 a-phellandrene MS, Ir, Inj
8.08 | 1030 | 2.7 | 23 B-phellandrene MS, &k
8.16 1032| 7.4 9.1 1,8-cineole Mg, Inj
9.36 | 1067 tr 0.2 cis-sabinene hidrate MS, |
13.60 | 1177| 0.4 tr terpin-4-ol MS&;, linj
14.15| 1191 | 0.6 0.5 a-terpineol MS, Ir, Inj
20.82 | 1351 | 4.9 4.7 a-terpinyl acetate MS, Ig, Inj
21.00 | 1355 04 0.2 citronellyl-acetate MS, |
23.26 | 1410 1.0 11 a-gurjunene MS, Ig, Inj
23.64 | 1419| 2.5 2.3 (E)-caryophyllene M&, Ihj
24.33 | 1437 | tr 0.2 a-trans-bergamotene MS, &k
24.63 | 1444 | 05| 0.5 (2)-B-farnesene MS, |k
25.30 | 1461 | 14.4| 16.9 (E)-B-farnesene MS, |k
26.82 | 1499| 14.0 15.7 bicyclogermacrene M& |
27.82 | 1524 | 0.4 tr transy-cadinene MS, Ir
29.46 | 1567| 0.5 0.4 ledol M& |
29.85| 1577 1.1 15 spathulenol Mg, |
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Tr Ir HD | SFE Compound Identification?
30.07 | 1583| 0.6 0.3 globulol MS |
30.82 | 1602| 1.2 1.0 viridiflorol MSkI
32.14 | 1638 | 0.4 tr B-acorenol MS, |k
32.24 | 1641 |1.75] 1.3 epi-a-cadinol MS, &k
37.70 | 1794| 4.3 - bicyclo-vetivenol M, |
43.17 | 1960 tr 0.2 pimaradiene M§, |
46.82 | 2077| 4.0 5.9 manool Mg, |
52.62 | 2278 | 1.0 | 1.2 7-0-hydroxy-manool MS, Ir
Note:? Identification has been realized by comparing nspestra (MS), retention Indices)! and
injection of authentic compound (Inj)and injectimhauthentic compound (Inj).

Tabella 16.Tempi di ritenzione, &, indici di ritenzione|r e aree cromatografiche percentual

dei composti identificati negli oli essenziali deutfi di Vitex agnus-castu&. estratti per
idrodistillazione, (HD), e per SFE a 90 bar, 40(3FE).

Per quanto riguarda l'attivita biologica antifuregn(tabella 17), la valutazione del

MIC e MLC ha mostrato che I'olio ottenuto dalle lfegpossiede la maggiore attivita, in

particolare contrd/. canis T. rubrume E. floccosumcon valori di MIC di 0,64uL/mL.

Anche se i risultati di MIC e MLC variano tra i mizganismi testati, nella maggior

parte dei casi, MIC e MLC hanno valori equivalemyesto € un indice dell'attivita

fungicida degli oli testati. L'olio essenziale\diex agnus-castuisolato dalle foglie puo

essere utile per scopi terapeutici, in particolaedle dermatofitosi provocate da.

floccosum, mentagrophyteselT. rubrum.

HD leaves HD flowers | SFE flowers | HD fruits SFE fruits | Fluconazole
Strains

Mic | MLC | MIC |MLC | MiC [MLC [miC [MLC [MIC [MLC [yc [MLC
Trichophyton 1.25| 125| 25| 25| 10| 10| 1259 25| 29 5| 16-3B2-64
mentagrophyteEF7
Microsporum canigF1 | 0.64 | 0.64| 2.5 2-2— 5 5 | 1.25 1-222— 1.25| 1.25| 128 | 128
Trichophyton rubrum 0.64 —|1.25 _ g
Cahopie 064|000 =125 5 |5-100 >10 | 1.25) 5 | 129 10 | 16 | 64
M. gypseunCECT 2905 | 1.25 1-222' 25| 5 |5-1d >10 | 1.25| 5 5 1200— 128 | >128
Eggjerm"phym”f'°°C°5““0.64 064| 064 064 25 25 o064 1.p5 1U2B25| 16 | 16

MIC and MLC were determined by a macrodilution metaad expressed j/ml (V/V).
® MIC and MLC were determined by a macrodilution methhod expressed jig/ml (W/V).

Tabella 17.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Vitex agnus-castus. su ceppi

di dermatophyte.
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3.5.2.Saturgja thymbra

Le parti aeree dbatureja thymbraaccolte a Cagliari (Sardegna) in localita Colle S
Michele, sono state utilizzate per ottenere l'@gsenziale mediante idrodistillazione
(HD) e l'estratto volatile mediante SC-€(5FE) con prelievi ogni ora e per un tempo
totale di estrazione di 4 h. La resa di estraziotede € stata 3.3 % (HD) e 2.1 % (SFE).

| campioni ottenuti sono stati caratterizzati giaivamente mediante analisi GC-MS
e quantitativamente mediante GC-FID (tabella 18poSsibile raggruppare, sulla base
della struttura chimica, i componenti identificatgli estratti diS. thymbrain quattro
classi principali: monoterpeni idrocarburici (HM)nonoterpeni ossigenati (OM),
sesquiterpeni idrocarburici (HS) e sesquiterpenigenati (OS). In figura 40 é riportato
'andamento della composizione percentuale defferdnti classi rispetto al tempo di

estrazione.

100
_ -— -
Y.~
_
80 ~
_
-
oM ©
60
<
k=3
@
£
40
20 HM e
HS ;\: 7
os e — S o

0 60 120 180 240 300

time, min

Figura 40. Evoluzione nel tempo della composizione dell'estrablatile diSatureja thymba.
Percentuali delle classi ai differenti tempi diragione: monoterpeni idrocarburici (HM),
monoterpeni ossigenati (OM), sesquiterpeni idraaacb(HS) e sesquiterpeni ossigenati (OS).

E possibile notare che, le percentuali di HS e & $no basse e praticamente
indipendenti dal tempo di estrazione, mentre lac@euale di HS decresce con
I'avanzare dell'estrazione; al contrario, la peteale della classe OM cresce per tutta la

durata dell'estrazione. Questo tipo di comportamériferito alle classi dei componenti)
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potrebbe spiegarsi sulla base della struttura ded&rice vegetale e dei meccanismi di
trasferimento di massa coinvolti nei processi Sk@malmente, la fase di diffusione
interna € quella che regola il trasferimento di saadurante I'estrazione SFE di oli
essenziali [34], € ragionevole quindi ipotizzare ¢rcomposti a piu leggeri all'interno
della matrice vegetale abbiano tempi di diffusiorferiori a quelli dei piu pesanti.

| componenti caratterizzanti gli estratti SFE e Higura 41) sono: timolo
(64.0 + 57.3 %) e carvacrolo (5.2 + 4.4 %), i l@@cursoriy-terpinene (7.2 + 9.8 %) e
p-cymene (6.3 + 9.8 %); infine € da segnalare las@mza non trascurabile del

sesquiterpenp-caryophyllene (6.5 + 5.3 %).

™ T
Carvacrolo Timolo p-Cimene y-Terpineme

Figura 41. Componenti maggioritari negli estratti volatili 8latureja thymia.

La comparazione della composizione degli estrdtt 8 HD non mostra differenze
di rilievo; anche nell'idrodistillato le classi domponenti dominanti risultano essere i
monoterpeni ossigenati (OM) e idrocarburici (HM)ncd 66.2 % e il 27.4 %
rispettivamente. Studi precedenti sulla carattedime dell'olio essenziale db.
thymbra raccolta sempre a Cagliari [94], hanno mostrat@rasenza dei medesimi
componenti caratterizzanti, ma in proporzioni algoalifferenti ¢-terpinene 32 + 40 %,
timolo 22 + 29 % e p-cimene 11 + 13 %), indipendemnte dalla fase vegetativa. Piu
in generale gli oli essenziali ottenuti & thymbraproveniente da differenti paesi del
mediterraneo risultano essere caratterizzati detippia carvacrolo / timolo con

alternanza come componente maggioritario.
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RI Compound SFE HD
930 a-Thujene 0.2 0.5
937 a-Pinene 0.4 14
953 Camphene 0.3 0.7
980 B-Pinene 0.5 0.8
992 Myrcene 0.4 0.8

1006 o-Phellandrene tr. 0.2
1020 a-Terpinene 1.0 1.7
1027 p-Cymene 6.3 9.8
1032 Limonene 0.6 1.0
1040 (2)-B-Ocimene 0.2 0.3
1051 (E)-B-Ocimene 0.2 0.3
1062 y-Terpinene 7.2 9.8
1070 Cis-Sabinene hydrate 0.4 tr.
1090 Terpinolene tr. 0.2
1098 trans-Sabinene hydrate 0.2 -
1100 Linalool 0.3 0.3
1167 Borneol 2.3 2.0
1179 Terpinen-4-ol 0.3 0.5
1247 Carvacrol, methyl ether 1.7 1.7
1294 Thymol 64.0 57.3
1302 Carvacrol 5.2 4.4
1419 B-Caryophyllene 6.5 5.3
1453 o-Humulene 0.3 0.2
1477 y-Muurolene 0.2 tr.
1494 Valencene 0.2 tr.
1524 o-Cadinene 0.3 0.2
1581 Caryophyllene oxide 0.7 0.6
1901 Not identified compound 0.2 tr.
tr: traces Total
identified 99.9 98.8
Per cent yield 2.1 3.3

Tabella 18.Indici di ritenzione (RI) e aree cromatografichegemtuali dei composti identificati
negli oli essenziali dSatureia thymbreottenuti mediante idrodistillazione (HD), e con £O
supercritico (SFE).

Gli estratti volatili di S. thymbrahanno mostrato possedere una buona attivita
antifunginea (tabella 19) sia verso i lieviti, chei confronti di ceppi di dermatofiti ed
Aspergillus con valori di MIC che vanno 0.16 + 0.3@/mL. L'attivita antifunginea
degli estratti pud essere associata con l'elevatdenuto di fenoli, in particolare il
timolo, che si e gia dimostrato efficace contro fjueeppi [95]. Questi risultati
evidenziano il potenziale utilizzo degli estratolatili di S. thymbranella cura di
dermatomicosi, aspergillosi e candidosi, che samouni infezioni causate da funghi

filamentosi e dai lieviti, che possono diveniregmaei soggetti immunodepressi.
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i HD SFE Fluconazole | AmPhotericin
Strains B

MIC® | MLC®| MIC | MLC | MIC® |MLC® | MIC | MLC
Candida albicanATCC 10231 | 0.32 | 0.32-0.640.32 (0.32-0.64 1 128 | NT'| NT

C. tropicalis ATCC 13803 0.32 0.64 0.32 0.64 4 >128 | N.T N.T
C. kruseiH9 0.32 |0.32-064 032 | 032 | g4 | 6a-128) NT| N.T
C. guillermondiiMAT23 0.32 0.32 0.32 0.32 8 8 N.T N.T
C. parapsilosisATCC 90018 0.32 064 | 032 0.64 <1 <1 N.T N.T

Cryptococcus neoformans

0.16 0.16 0.32 16 128
CECT 1078 0.32 N.T N.T

'Trichophyton mentagrophytes

e 016 | 032 | 016| 032 1632 3264NT | NT

T. mentagrophytes

0.16 0.32 128 >128
var. interdigitale CECT 2958 0.16 0.32 NT | NT

T. rubrum CECT 2794 016 | 016 | 0.16| 032 16 64 | NT | NT
T. verrucosunCECT 2992 0.16 0.32 0.16 032 | >128 >128 | NT N.T
Microsporum cani FF1 0.16 0.16 0.16 0.16| 128 128 | NT N.T
M. gypseut CECT 2905 016 | 032 | 916 | o016 | 128 | >128 | NT | NT
Epidermophyton floccosufeF9 | 0.16 0.16 | g16 0.16 16 16 N.T N.T

Aspergillus nige ATCC16404 | 0.32| 125 | 032 | 1.25 NT NT | 12 4

A. fumigatusATCC 46645 032| 064 | o032 | 064 | NT NT 2 4

A. flavus F44 032 | 064 | 932 | 064 | NT NT 2 8

Notes: ®MIC and MLC were determined by a macrodilution method expressed jd/ml (V/V).
® MIC and MLC were determined by a macrodilution melthod expressed jg/ml (W/V).

° Not tested

Results were obtained from 3 independent experimg@rfermed in duplicate

Tabella 19.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Satureja thymta sulieviti e
ceppi di dermatophyte&spergillus
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3.5.3. Altre lamiaceae:

Thymus capitatus, Rosmarinus officinalis e Lavandula stoechas

Sono state utilizzate le foglie dhymus capitatusRosmarinus officinali® le parti
aeree diLavandula stoechasaccolte a Sadali (Sardegna, Italia). Le matriegetal,
dopo il pretrattamento, sono state sottoposte @tg®so di estrazione mediante LLO
supercritico (SFE), con rese di estrazione tra=1128 % (m/m), gli estratti volatili cosi
ottenuti sono stati sottoposti a caratterizzaziohgnica mediante analisi GC-MS e
GC-FID; in tabella 20 é riportata la composiziomegentuale dei principali componenti
I tre estratti volatili.

a-Pinene (34.5 %), bornyl acetate (19.1 %) e verber{@8.5 %) sono risultati essere
i componenti piu rappresentativi nell'estratto Rli officinalis; questa e una tipica
composizione del chemotipo-pinene \ bornylacetate \ verbenone in accordoi cati
di letteratura suR. officinalissardo [96].

L'estratto volatile diL. stoechasnostra un'elevata percentuale di canfora (31.7 %),
fenchone (20.7 %) e 1,8-cineolo (10.9 %), in acoocdn i dati di letteratura per oli
essenziali provenienti da altre nazioni [97]. Comg@i minori, anche se comunque
rilevanti sono: bornyl acetate (5.0 %) e myrtergdtate (2.1 %).

Nell'estratto diT. capitatusil componente predominante e il carvacrolo (87.8 %
seguito daf-caryophyllene (2.3 %) e-cymene (2.2 %); l'elevato contenuto di
carvacrolo risulta essere in accordo con i dagmtti da piante della stessa specie
raccolte in altri paesi del Mediterraneo [98]. entro, i risultati ottenuti differiscono
significativamente da altri dati riportati perTil capitatusraccolto sempre in Sardegna
[99], dove i componenti maggioritari risultavane@® timolo (29.3 %), p-cymene (26.4
%) e carvacrolo (10.8 %).

Per quanto riguarda l'attivita biologica (tabelld,ayli estratti volatili diR. officinalis
e L. stoechassupercritici non hanno alcuna capacita inibitareanche alla piu alta
concentrazione (2.5 %).

L'estratto diT. capitatusha invece mostrato un buon effetto batteriostatiootro
ceppi di lievito e contrde. coli (MIC = 0.6 %) eS. aureugMIC = 0.078 %). L'attivita
antimicrobica trovata nell'estratto SFE i capitatus,é in linea con dati sull'olio
essenziale HD precedentemente riportati in letiead©99] e confermano la possibilita di
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utilizzare oli essenziali di timo (o una miscela demponenti principali) in campo
alimentare per prevenire la crescita battericacupgare la shelf-life degli alimenti.
Analogamente, anche l'attivita antifunginea e téal in linea con quanto riportato in
letteratura [100]; I'estratto volatile di. capitatuspotrebbe quindi trovare un utilizzo

topico nel trattamento delle candidosi mucocutandelle dermatofitosi.

IR Compound R. officinalis L. stoechas T. capitatus
938 a-Pinené 34.5 tr tr
953 Camphent 5.9 1.1 tr
980 B-Pinené 1.7 - tr
1028 para-Cymene - - 2.2
1032 Limonené 3.3 - -
1035 1,8-Cineolé tr 10.9 -
1062 y-Terpinené - - 0.7
1090 Fenchone - 20.7 -
1100 LinalooF - - 1.0
1147 Camphof 1.1 31.7 -
1168 Borneof 2.2 0.2 0.5
1183 metaCymene-8-ol - 0.7 -
1186 para-Cymene-8-ol - 0.6 -
1209 Verbenoné 18.5 0.7 -
1287 Bornyl acetatg 19.1 5.0 -
1310 Carvacrol - - 87.8
1327 Myrtenyl acetate - 2.1 -
1420 B-Caryophyllené 2.3 - 2.3
1493 Valencené& - 0.7 -
1514 y-Cadinene - 0.6 -

Total identified 88.6 75.0 94.5
Note: Ig: GC retention indices relative ta-C,5n-alkanes on the HP-5 column; tr: trace<d %
#Peaks identified by comparison with respective maadards.

Tabella 20.Indici di ritenzione [RI] e aree cromatografichegentuali dei composti identificati
negli estratti SFE dR. officinalis, L. stoechas e T. capitatus.
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R. officinalis T. capitatus L. stoechas
Strains .

MIC MCC* MIC MCC | MIC | MCC
Staphylococcus auredst CC 43300 > 2.5 >25 0.078 0.15 >25 >25
Escherichia colATCC 35218 > 2.5 >25 0.4 25 >25>25
Candida albicangClinical strain) > 2.5 >25 1.2% > 2.5 >745>25
Candida glabratgClinical strain) > 2.5 >25 0.039 >25 | >25 >25
*MIC Minimal Inhibitory Concentration, % (v/v); MC®linimal. Cidal Concentration, % (v/v) .

Tabella 21.Attivita biologica antibatterica e antifunginea tegstratti SFE dR. officinalis, L.
stoechas e T. capitatus.
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3.6. Piante sarde e portoghesi a confronto

Un interesse particolare ha rivestito lo studio pamtivo, dal punto di vista della
composizione chimica e dall'attivita biologica, sfiecie comuni raccolte in differenti
zone geografiche.

Bupleurum fruticosunh.., Smyrnium olusatrurh., Calamintha nepet&. Savi subsp.
nepetae Achillea millefoliumL. sono le piante, comuni alla Sardegna e al Baho,
sono state le piante oggetto di questa parte deleca. Le diverse specie di piante sono
state raccolte, ad eccezioneAli millefolium in differenti periodi vegetativi. Gli oli
essenziali, ottenuti mediante SC-CQSFE) e idrodistillazione (HD), sono stati
caratterizzati chimicamente mediante GC-MS e GC-Hii2ntre per quanto riguarda

I'attivita biologica é stata testata l'attivitaifunginea.

3.6.1.Bupleurum fruticosum

Sono state utilizzate le parti aeredBdpleurum fruticosum. raccolte nel corso di tre
diverse fasi vegetative: prima della fioritura (gaome 1), durante la fioritura (campioni
2, 4) e durante la fruttificazione (campioni 3, ba raccolta é stata fatta da due siti
diversi: Cerca de Santa Comba (Portogallo cent(edehpioni 4, 5) e Baunei (Sardegna,
Italia) (campioni 1, 2, 3). Tutti e cinque | campicsono Stati sottoposti a estrazione
mediante SC-C&(SFE) e idrodistillazione (HD); i campioni sardin® quelli che hanno
sempre fornito le maggiori rese di estrazione (tab22, 23). Le composizioni degli
estratti HD e SFE, ottenute mediante analisi GC-EIGBC-MS, sono riassunte nelle
tabelle 22 e 23 rispettivamente. | componenti selemcati in base al loro ordine di
eluizione su una colonna SPB-1.

Tutti gli oli essenziali (HD) ottenuti daB. fruticosumraccolto in Sardegna sono
caratterizzati da un elevato contenutopdphellandrene (71.4 + 57.8 %), e sabinene
(13.9 + 12.1 %). La composizione degli HD ottenddille piante sarde raccolte nei
differenti periodi vegetativi (prima, durante e ddp fioritura) ha mostrato significative
variazioni: B-phellandrene aumenta dal 57.8 % al 71.4 % e iinsale dal 12.1 % al

13.9 %; mentre gli altri componenti non mostramgm#icative variazioni.
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La composizione chimica degli oli HD portoghesi éltm differente da quelli sardi:
a-pinene ef-pinene rappresentano oltre il 70 % del totale'all essenziale. Il loro
contenuto e quasi costante nelle varie fasi vegetanche seax-pinene mostra una
variazione dal 37.3 % in fase di fioritura, fino48.7 % in quella di fruttificazione. Nei
medesimi periodi iB-phellandrene e il (Ef-ocimene mostrano variazioni opposte.

| risultati mostrano che B. fruticosumsardi e portoghesi appartengono a chemotipi
differenti (figura 42). La composizione degli odirdi € molto simile a quella riscontrata
in altri oli ottenuti daB. fruticosumraccolto nel bacino del Mediterraneo (chemotipo
B-phellandrene / sabinene) [101-103]; mentre I'plistoghese potrebbe appartenere al

chemotipoa-pinene B-pinene gia riscontrato in Spagna [104].

Bupleurum fruticosum Italy vs. Portugal
SFE extract main components - plant ripening

/ 65.1
70

60
50
40
E\‘z 30
Z20
10

Yeld %

0 H |taly 2.7
S Y s : M Portugal 1.1
R 0, %, é,()/ ) 4@. N 'Qg/ </O) é,o O&
/)G /)@ /)G o@ ) o) /)@ @// /))(?
% N % % %, % o <, N
%, % e
S % o

Figura 42. Confronto delle composizioni degli estratti SFE 8& da piante con frutti di
B. fruticosunraccolte in Sardegna e in Portogallo.

La differenza principale tra gli oli SFE e HD ecibntenuto in sesquiterpeni che
risulta superiore negli oli SFE (tabelle 22, 23):emempio per il germacrene D (24.6 vs
1.1 %). Questo risultato potrebbe spiegarsi céattib che i componenti gli oli essenziali
presentano una piccolissima solubilita in acqua he quindi il processo di
idrodistillazione induce principalmente la migrazodi questi composti dall'interno
della foglia fino alla sua superficie, seguita ddbbiro successiva evaporazione e percio
solo i composti a basso peso molecolare sono esamsinte estratti dalla matrice

vegetale durante lidrodistillazione. Invece l'agibne SC-CQ emula, variando le
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condizioni di temperatura e pressione, le caratiehie di un solvente organico e riesce

ad estrarre meglio i componenti a piu alta masdacotare.

RI RI

(SPB-1) (Superw-10) 1 2 3 4 5 Compound
924 1029 - - - 1.3 - a-Thujene
932 1028 1.4 15| 1.4 | 37.3 | 42.7| a-Pinene
945 1074 0.1 - 0.1 1.1 1.0 Camphene
967 1125 121 122 13.9 1.0 2.5 Sabinene
973 0.1 - - 33.0 | 33.5| B-Pinene
982 1159 1.8 2.2 2.4 2.0 1.6 Myrcene
1000 1169 1.0 12| 1.7 0.1 0.1 | ao-Phellandrene
1014 1271 1.7 0.9 0.7 2.7 2.7 p-Cymene
1014 1183 - 0.1| 0.2 tr 0.1 | a-Terpinene
1024 1231 - 0.9 - 1.0 - (2)-B-Ocimene
1024 1215 57.8/ 685 714 | 7.8 6.2 | B-Phellandrene
1037 1246 0.3 - 0.5 4.7 3.5 | (E)-B-Ocimene
1049 1246 0.4 - 0.5 1.7 1.4 | y-Terpinene
1053 1455 0.4 - - - - trans-Sabinene hydrate
1080 1284 0.1 - - 0.2 0.1| Terpinolene
1084 1553 0.4 - - - - cis-Sabinene hydrate
1084 1539 tr - 0.4 - - Linalool
1123 1644 - - - 0.2 0.1| cis-Verbenol
1123 1643 - - - - 0.1]| trans-Pinocarveol
1154 1660 4.3 2.0 - tr - Cryptone
1160 1592 0.7 - 0.5 - 0.8 Terpinen-4-ol
1160 1622 - - - 0.2 0.1| Myrtenal
1174 1667 0.2 - - tr - Estragol
1174 1672 0.2 - - - - cis-Piperitol
1193 1823 0.6 - - - - trans-Carveol
1211 1770 0.6 - - - - Luminal
1226 1423 - - - 0.6 - Hexyl-2-methyl butirate
1226 1600 - - - 0.7 - Carvacrol methyl ether
1236 1836 0.6 - - - - Geraniol
1247 1709 1.4 - 0.1 - - Phellandral
1258 1752 2.4 - - - - Decanol
1281 2200 1.5 - - - - Carvacrol
1360 1741 3.0 - - - - Geranyl acetate
1370 2002 2.6 2.8 - - - Methyl eugenol
1371 1490 tr - 15 0.1 tr a-Copaene
1416 1593 - - - 0.5 - (E)-Caryophyllene
1416 - - - 0.5 - B-Cedrene
1446 1661 - - - 0.2 - o-Humulene
1470 1698 - - 0.2 1.1 0.4 Germacrene D
1485 1723 - - 0.2 - - (2)-a-Bisabolene
1498 1719 - - - 0.8 - B-Bisabolene
1510 - - 0.1 - - o-Cadinene
1518 2215 0.3 - - 0.1 - Elemicin
1557 0.3 - 0.3 0.1 - Caryophyllene oxide

Total identified 96.3 | 923| 96.1] 99.0 96.9
Per cent yield 1.0 1.8 2.6 0.8 1.1
Notes: Compounds listed in order to their elution on tiBSL column.

Tabella 22. Indici di ritenzione (RI) and aree cromatograficpercentuali dei composti
identificati negli oli essenziali ddupleurum fruticosunottenuti per idrodistillazionel foglie,
Italia; 2 foglie e ombrelle fiorite, Italia3 foglie e ombrelle con frutti maturi, Italig foglie e
ombrelle fiorite, Portogalld; foglie e ombrelle con frutti maturi, Portogallo.
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RI RI
(SPB-1) (Superw-10) 1 2 3 4 5 Compound
924 1029 - - 0.1 - - a-Thujene
932 1028 1.3 14| 1.3 | 30.3 | 33.3| a-Pinene
945 1074 - 0.1 0.1 - - Camphene
967 1125 12.0, 121 13.9 1.0 2.5  Sabinene
973 0.4 03| 06 | 19.1 | 21.9| B-Pinene
982 1159 1.1 2.2 2.2 0.5 0.8 Myrcene
1000 1169 1.0 13| 1.8 - - a-Phellandrene
1006 1152 - 0.1 0.4 - 0.1 3-Carene
1014 1271 2.3 1.7 0.5 2.5 2.9 p-Cymene
1019 1205 0.5 0.9 5.2 - 0.1 Limonene
1024 1231 - 1.0 0.7 - - (2)-B-Ocimene
1024 1215 53.00 649 651 | 57 6.9 | B-Phellandrene
1037 1246 0.1 0.2| 0.2 2.3 2.1 | (E)-B-Ocimene
1049 1246 0.1 0.1| 0.2 0.1 0.5 | y-Terpinene
1080 1284 - 0.2 0.1 0.1 - Terpinolene
1160 1592 0.2 0.3 0.1 0.4 0.1 Terpinen-4-ol
1370 2002 9.8 4.0 1.2 0.2 0.1 Methyl eugenol
1380 1535 0.1 0.4| 0.2 0.4 0.2 | B-Cubebene
1416 1593 0.2 0.1 0.1 0.1 0.3 (E)-Caryophyllene
1470 1698 0.4 0.4 0.3 24.6 182 Germacrene D
1481 1725 0.1 0.1 0.2 0.9 0.7 Bicyclogermacrene
1554 2110 - - 0.3 0.2 0.1 Spathulenol
Total identified 82.6| 918/ 948 884 908
Per cent yield 0.6 0.4 2.7 0.1 1.1
Notes: Compounds listed in order to their elution on th&8PRcolumn.

Tabella 23. Indici di ritenzione (RI) and aree cromatograficpercentuali dei composti
identificati negli estratti ottenuti a 90 bar corOLsupercritica diBupleurum fruticosum
1 foglie, ltalia; 2 foglie e ombrelle fiorite, Italia3 foglie e ombrelle con frutti maturi, Italia;
4 foglie e ombrelle fiorite, Portogall®;foglie e ombrelle con frutti maturi, Portogallo.

Per quanto riguarda l'attivita biologica antifuregndegli oli sardo e portoghese, la
valutazione della concentrazione minima inibentéGMe della concentrazione minima
letale (MLC) ha mostrato una certa variabilita dedbpacita di inibizione sui differenti
funghi testati (tab. 24). L'olio sardo ha dimosirdt essere attivo conti@ryptococcus
neoformanscon valori di MIC e MLC compresi tra 0.32-0.64/mL. Questo olio puo
essere utile per il controllo delle infezioni dgtwcocco. D'altro canto entrambe gli oli
hanno mostrato una bassa attivita contro i cepfiaididae Aspergillus con valori di
MIC compresi tra 10 + 2QL/mL.
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A B Fluconazole Amphotericin
Portugal Italy B
Strains
MIC ® MLC® MIC® [MLC® MIC | MLC [MIC ®|MLC ®
Candida albicanATCC 10231 50| 50| 125 25 1] >128 QT N.T
Candida tropicalisATCC 13803 5.0 5.0 5.0 5.0 4 >128 N.JT N.T
5.0-
Candida kruseH9 5.0 100 2.5 25 64 | 64-128 N.T | N.T
Candida guillermondiMAT23 25 | 2550 25 25 8 8 N.T| N.T
Candida parapsilosi&TCC 90018 5.0 |2.5-5.0 2.5 5 <1 <1 N.T| N.T
Cryptococcus neoformans 1.25-
1.25 0.32 0.64 16 12§ N.T N
CECT 1078 0.64
T. mentagrophyteBF7 2.5 2.5 2.5 5 16-3232-64| N.T N.T
. ) 1.25-
Microsporum canis-F1 1.25 1.25 1.25-2)5 o5 128 128 N.T N.T
Trichophyton rubrunCECT 2794 1.25 1.25 1.25 1.25 16 64 NIT  NIT
M. gypseunCECT 2905 25 25 25 5 128 >128 NJT NJT
Epidermophyton floccosufF9 1.25 2.5 1.25 1.25 16 14 N.T  N.T
Aspergillus nigelATCC16404 10.0 >20 5-10 20 N.T N.T 1-2 4
A. fumigatuaTCC 46645 10-20 20 5-10 >20 NT NI 2 4
A. flavusF44 >20 >20 10 >20 N.T]| N.T| 2 8
& MIC and MLC were determined by a macrodilution noet and expressed jin./mL(V/V).
® MIC and MLC were determined by a macrodilution neet and expressed jig/mL (W/V).
°Not tested.
Results were obtained from 3 independent expersnegrformed in duplicate.

Tabella 24.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Bupleurum fruticosursu
lieviti e ceppi di dermatophytefspergillus
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3.6.2.Smyrnium olusatrum

Sono state utilizzate le parti aereeSdayrnium olusatrurh. La raccolta dei campioni
e avvenuta nel corso di due diverse fasi vegetativeante la fioritura (campioni 1, 3) e
dopo la fruttificazione (campioni 2, 4). La raceo#t stata fatta da due siti diversi: Cerca
de Santa Comba (Portogallo centrale) (campioni)le Baunei (Sardegna, Italia)
(campioni 3, 4). | quattro campioni sono stati gptisti a estrazione mediante SC-CO
(SFE) e idrodistillazione (HD). La resa di estramalegli HD é stata 0.4 % (fioritura) e
0.5 + 0.6 % (fruttificazione), quella degli estraBFE 1.4 % e 14 + 22 %
rispettivamente. Le composizioni degli estratti DSFE, ottenute mediante analisi
GC-FID e GC-MS, sono riassunte nella tabella Zmrponenti sono elencati in base al
loro ordine di eluizione su una colonna SPB-1.

Gli estratti HD portoghesi e sardi hanno mostrata composizione estremamente
differente; il B-fellandrene e il componente principale dell'olioroghese (fioritura
67.3 %; fruttificazione 42.7 %), mentre quello sard caratterizzato da-pinene
(fioritura 31.9 %,; fruttificazione 1.2 %) e [-acetoxyfurano-4(15)-eudesmene (8.3 %
fioritura; fruttificazione 17.6 %). Altri compostmportanti presenti in entrambi gli oli
sono: curzerene (5.2 + 7.6 %; 8.1 + 11 %), germmeci® (4.1 +~ 6.0 %; 3.1 + 4.5 %) e
B-elemene (2.3 + 2.2 %, 1.0 + 2.0 %)BJAcetoxyfurano-3-eudesmene € un importante
costituente solo dell'olio del Portogallo ottendtipo la fruttificazione (12.2 %), mentre
il germacrone € un composto importante nei campsandi (5.7 + 9.9 %). La
composizione chimica dell'olio sardo e piuttosteedsa da quelli di altre origini [105-
107], in particolare per quel che riguarda la giiarti a-pinene. | risultati hanno anche
mostrato grandi variazioni nella composizione dtgafontogenesi, in particolare la
quantita di monoterpeni idrocarburici che si ridsognificativamente negli oli ottenuti
dalle piante raccolte dopo la fruttificazione.

Per quanto riguarda la composizione degli estr@fE, tutti i campioni sono
caratterizzati da un'alta percentuale @-aeetoxyfurano-4(15)-eudesmene (Portogallo:
53.4 + 58.4 %; Sardegna: 54.6 + 39.9 %) e alexdandio (21.9 + 13.0 %; 16.3 + 18.7
%), seguiti dg3-phellandrene (8.1 + 3.9 %; 7.6 + 0.4 %) e curzerngh6 + 8.3 %; 11.9 +
17.7 %).
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Dalla comparazione delle composizioni degli estiél e SFE si evidenzia una netta
differenza di composizione: gli estratti HD sona gicchi in monoterpeni idrocarburici,
mentre gli SFE sono caratterizzati dai furano-segspenoidi. Questo risultato potrebbe

essere spiegato in modo analogo a quanto gia tteswer ilB. fruticosum.

RI RI
sPB1 | s-wi10 1-HD | 1-FS 2-HD | 2-FS 3-HD| 3-FS 4-HD 4-FS Compound
922 1029 tr - - - - - - - a-Thujene

932 1029 0.7 - 0.3 - 31.9 - 1.2 0.3 a-Pinene

945 1074 0.1 - tr - - - - Camphene
947 1127 - - - - 0.9 - - - Verbenene
967 1125 0.2 - 0.2 - - - Sabinene
973 1115 0.2 - 0.1 - 3.2 - - - B-Pinene

980 1290 - - tr - - - - Octanal

983 1159 2.5 - 1.3 - 0.9 - - - Myrcene
1001 1169 2.3 - 15 - 0.3 - - - a-Phellandrene
1008 1159 0.6 - - - - - - - &-3-Carene
1014 1271 0.4 - 0.2 - 1.3 - - - p-Cymene
1014 1184 0.1 - 0.3 - - - - - a-Terpinene
1025 1215 67.3 8.1 42.7 3.9 8.8 7.6 - 0.4 B-Phellandrene
1025 1204 3.1 - - - - - - - Limonene
1037 1248 0.5 - 0.3 - - - - - E-B-Ocimene
1046 tr - tr - - - - - y-Terpinene
1069 - - - - 0.1 - - - Cymenene
1076 1284 0.1 - tr - - - - - Terpinolene
1079 1393 - - tr - - - - - Nonanal
1085 1539 0.3 - 0.6 - 0.3 - - - Linalool
1105 tr - 0.1 - - - - - Z-p-Menth-2-en-1-ol
1106 1486 - - - - 0.6 - 0.6 - a-Campholenal
1123 - - 0.1 - - - - - E-p-Menth-2-en-1-ol
1124 1651 - - - - 0.2 - - 0.1 Z-Verbenol
1123 1643 - - - - 0.5 - 1.2 - trans-Pinocarveol
1129 - - - - 1.1 - 1.3 - E-Verbenol
1155 1632 0.5 - - - 0.3 - - - Cryptone
1162 1837 - - - - 0.3 - - - p-Cymene-8-ol
1162 1591 0.1 - 0.2 - 0.3 - - - Terpinene-4-ol
1161 1619 - - - - - - 1.0 - Myrtenal
1173 1700 0.2 - 0.3 - 0.3 - 0.4 - a-Terpineol
1180 1694 - - - - 0.7 - 1.2 - Verbenone
1195 - - - - 0.2 - - - trans-Carveol
1213 1764 - - 0.1 - 0.3 - - - Citronellol
1213 1771 - - tr - 0.4 - - - Cuminaldehyde
1249 1706 - - tr - 0.4 - - - Phellandral
1267 1573 0.1 - 0.1 - - - - - Bornyl acetate
1333 1468 0.1 - 0.2 - - - - - &-Elemene
1334 1660 0.2 - tr - 0.7 - 1.8 - Citronellyl tate
1361 - - - - 0.5 - 1.2 - Geranyl acetate
1377 0.1 - - - - - - - o-Elemene
1385 1585 2.3 11 2.2 15 1.0 1.9 2.0 1.1 B-Elemene
1410 t - 0.1 0.6 - 0.8 - E-Caryophyllene
1425 0.4 - 0.5 0.5 0.2 - 0.4 0.5 y-Elemene
1445 1661 - - 0.5 - - - - o-Humulene
1471 1700 1.8 - 2.4 0.6 1.3 - - 1.4 Germacrene D
1480 1859 5.2 7.6 7.6 8.3 8.1 11.9 11.0 17{7 Canzer
1494 1751 1.0 - 1.4 - - - 0.4 - Germacrene A
1499 1719 - - - - - - 2.3 0.2 -Bisabolene
1511 1749 - - - - 0.2 - 0.5 - &-Cadinene
1511 2216 - - - - - - 1.1 - Elemicin
1545 1816 4.1 1.3 6.0 - 3.1 2.2 4.5 1.7 Germadgene
1562 - - - - 1.5 - 1.7 - Caryophyllene oxide
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RI RI
SPB1 | s-Wi0 1-HD | 1-FS 2-HD | 2-FS 3-HD| 3-FS 4-HD| 4-FS Compound
1562 1983 - - - - 0.6 - - - Salvial-4(14)-erone
1570 - - - - 1.3 - 1.1 - E-B-Elemenone
1586 - - - - - - 2.2 - Humulene epoxide |
1607 2170 - - - - - - 1.0 - T-Muurolol
1620 - - 2.9 - - - - - Atractilone
1633 - - - - - - 3.5 - a-Cadinol
1665 - - - - 5.7 - 9.9 - Germacrone
1667 11 - 25 - - 2.0 - 51 Hydroxy-
eudesmadienolide
1879 0.4 21.9 0.6 13.0 - 16.5 1.0 18.7 Alexafutem
1955 34 | 534 - 584| 83| 544 179  39p LB-acetoyiurano-
4(15)-eudesmene
1967 02 | 18 12.2 - - 1.7 1--acetoxyfurano-3-
eudesmene
Note: Compounds listed in the order of their elutiontiee SPB-1 column. For component co-elute on théagolumn, and their
relative percentages are measured on the polamooltr, traces50.1%; 1, unripe umbels, PortugakirBbels containing ripg
seeds, Portugal; 3, unripe umbels, Italy; and 4belsncontaining ripe seeds, Itafidentified by comparison of literature data
(Baldovini et al., 2001; Molleken et al., 1998).

Tabella 25.Indici di ritenzione (RI) e aree cromatograficlergentuali dei composti identificati
negli estratti volatili ottenuti mediante idrodilstzione e SFE diS. olusatrumraccolto in
Sardegna e in Portogallo.

L'attivita antifunginea é stata valutata negliatienuti dopo la fase di fruttificazione
delle piante, dato il maggiore utilizzo delle seedsirante questa fase. La valutazione del
MIC e MLC ha evidenziato che gli oli presentandeténti gradi di inibizione contro
tutti i funghi studiati (tabella 26).

Cryptococcus neoformaresceppi di dermatofiti hanno mostrato maggioressita
(MIC valori di 0.32 + 0.64uL/mL) a questi oli rispetto ai ceppi dtandida e
Aspergillus Questi oli potrebbero essere utilizzati a fimageeutici, in particolare per il
controllo di C. neoformange per il trattamento delle infezioni superficidilla pelle,
capelli e unghie causate da funghi dermatofiti.
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Sample 2 S
pie ample 4 Amphotericin
Strains Fluconazole B
(Portugal) (Italy)
MIC®[ MLC® [ MIC®| MLC® | MIC | MLC [MIC®]MLC®
Candida albican®ATCC 10231 20 >20 20 >20 1l >148 NPT N.T
Candida tropicalisATCC 13803 20 >20 >20 >20 4 >1248 NJT N.T
Candida kruseH9 10 >20 5 >20 64 | 64-128 N.T [ N.T
Candida guillermondiMAT23 10 >20 5 >20 8 8 NT| NT
Candida parapsilosiaTCC >20
10 >20 5 <1 <1 N.T|{ N.T
90018
Cryptococcus neoformans
0.32 0.64 0.64 0.64 14 128 NI N.T
CECT 1078
Trichophyto mentagrophytéd=7 | 0.32 0.64 0.32| 0.64-1]286-32 32-64| N.T | N.T
Microsporum canig-F1 0.64 0.64 0.32 0.64 128 128 NT  NJT
Trichophyton rubrunCECT 2794 0.32 0.32 0.32]| 0.64-1.p516 64 N.T| N.T
Microsporum gypseum
0.64 | 0.64-1.2p 0.64 0.64 128 >128 N.1 N.T|
CECT 2905
Epidermophyton floccosuRF9 0.32 0.64 0.32 0.32 16 14 N[T  N.T
Aspergillus nigetATCC16404 20 >20 10 >20 NT NT 1-p 4
Aspergillus fumigatusTCC
20 20 10 20 N.T| N.T 2 4
46645
Aspergillus flavug-44 >20 >20 >20 >20 N.T  N.T 2 8
Note: Results were obtained from 3 independent experisnestformed in duplicatéNot tested® MIC
and MLC were determined by a macrodilution method expressed ipL/mL(V/V). ® MIC and MLC
were determined by a macrodilution method and esgae inug/mL (W/V).

Tabella 26.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Smyrnium olusatruraulieviti
e ceppi di dermatophyteAspergillus
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3.6.3.Calamintha nepeta

Gli estratti, mediante SC-GCe idrodistillazione, sono stati ottenuti utilizzinle
parti aeree della pianta raccolte nella fase ditfica in due siti diversi: Vilarinho de
Baixo (Coimbra, Portogallo) e Baunei (SardegndialtaSono stati identificati, mediante
GC-FID e GC-MS, 41 composti (pari al 82.3 + 96.2d# totale) e i risultati sono
riassunti nella tabella 27 in base all’ordine diigbne dei componenti su una colonna
SPB-1.

Entrambe gli oli essenziali ottenuti dala nepetasarda (Italy) sono caratterizzati da
alto contenuto di pulegone (64.4 + 39.9 %), pipane (6.4 + 7.7 %), e di piperitenone
ossido (2.5 + 19.1 %). Altri composti presenti sananonene (4.8 + 2.8 %), mentone
(2.8 + 2.5 %) e isomenthone (1.9 + 2.0 %). La cosipione chimica degli oli ottenuti
dallaC. nepetgportoghese (Portugal) e risultata essere moltersévda quelle di quella
italiana. | componenti caratterizzanti sono: isothene (35.8 + 51.3 %), 1,8-cineolo
(21.1 + 21.4 %) e trans-isopulegone (7.8 + 6.0 Adtyi composti sono: neo-iso-pulegol
(4.1 + 1.4 %), neo-iso-mentolo (3.1 + 3.9 %), poleg (2.7 + 2.4 %), §-pinene
(2.3 + 1.5 %). In figura 43 e riportato un graficomparativo relativo alla composizione

dei 4 estratti.

Calamintha nepeta

Composition Portugal vs. Italy

80 ’
60

40 > " SFE Italy
~ 20 gl % HD ltaly
SFE Portugal

" HD Portugal

Figura 43. Confronto della composizione percentuale per igipai componenti degli oli
essenziali dCalamintha nepet&lD, SFE, ottenuti da piante raccolte in Portogalia Italia.
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Dall'analisi dei risultati ottenuti emerge chiarartee la presenza di un notevole
polimorfismo chimico; infatti anche i dati dellattieratura [108] evidenziano una
variabilita della composizione chimica anche legalla zona d'origine delle piante.
L'olio essenziale ottenuto da nepetaaccolta in Sardegna, caratterizzato da pulegone e
piperitenone ossido, presenta una composizioneonsottile agli oli essenziali ottenuti
da C. nepetaraccolta in Corsica [109]. La composizione chimiedl'olio portoghese é
piuttosto diversa da quella sarda e dalle altrertgte in letteratura; infatti, sembrerebbe
che si tratti di un nuovo chemotipo caratterizzd#oelevate quantita di isomentone e
1,8-cineolo e da piccole quantita di pulegone.

Rispetto alla tecnica di estrazione, la composeidell'estratto volatile portoghese
(SFE) e simile alla composizione dell'olio esselez{&iD): si differenziano solo per la
percentuale piu alta di isomentone (51.3 vs 35.81%), mentre |'estratto volatile sardo
(SFE) presenta una composizione differente risgdtmlio essenziale (HD): € piu ricco
di piperitenone ossido (19.1 vs 2.5 %, HD) e piwgro in pulegone (39.9 vs 64.4 %,
HD). Infatti, essendo il piperitenone ossido (P@),composto moderatamente polare la
sua solubilita in acqua non € trascurabile [110]PO é preferenzialmente sciolto
nell'acqua e quindi non pienamente recuperatoohe]l’quindi I'olio HD, per effetto di
bilanciamento, contiene una percentuale piu elegafaulegone. Si puo affermare che
I'estratto volatile (SFE), rispetto all'olio essate (HD), € quello che meglio riproduce

la proporzione originale dei componenti rispettonalteriale di partenza.

Dal punto di vista dell'attivita biologica antifunga, la valutazione della
concentrazione minima inibente (MIC) e della coniarione minima letale (MLC) ha
dimostrato che l'olio sardo € piu attivo che qugltmtoghese, con valori di MIC che
vanno 0.32 + 1.25iL/mL (tabella 28). Valori di MIC e MLC simili, otteuti per
Candida e dermatofiti, indicano una attivita fungicida d#lb. La piu alta attivita
antifunginea dell’olio sardo pud essere associatoikccontributo del pulegone. Altri oli
ricchi di pulegone, com&lentha pulegiume Mentha cervina hanno presentato una
significativa attivita antifungina [111]. L'olio sd0 con elevata quantita di pulegone
(64.4 %) potrebbe essere utilizzato a per sco@péertico, in particolare nel trattamento

delle dermatofitosi e aspergillosi.
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RI RI
(SPB-1) (Superw- 1 2 3 4 COMPOUND
10)
932 1.1 0.6 0.7 - a-Pinene
945 0.1 0.1 0.1 - Camphene
966 1126 1.4 1.1. 0.3. - | Sabinene
972 1117 2.3 15 0.7 - | B-Pinene
980 1385 0.2 0.2 2.2 1.9 | 3-Octanol
983 1161 1.2 0.5 0.1 - Myrcene
1014 1272 0.1 - 0.2 0.3 | p-Cymene
1023 1213 21.1 21.4 0.3 0.4 ] 1,8-Cineole
1023 1205 1.6 1.1 4.8 2.8 | Limonene
1027 1232 0.5 - 0.2 - Z-3-Ocimene
1037 1248 0.1 - - - E-B-Ocimene
1049 1248 0.1 - - - y-Terpinene
1053 1461 0.1 0.4 0.1 - | transSabinene hydrate
1076 1286 0.1 - - - Terpinolene
1084 1540 0.1 0.1 - - cis-Sabinene hydrate
1084 1539 0.2 0.16 0.7 0.4 | Linalool
1132 1461 0.8 0.8 2.8 2.5 | Menthone
1144 1557 0.3 - - - neclsopulegol Hso-sopulegol
1141 1488 35.8 51.3 1.9 2.0 | Isomenthone
1149 1578 1.4 0.6 0.4 0.3 | cis-Isopulegone
1149 1567 7.8 6.0 0.5 0.5 | translIsopulegone
1151 1594 0.7 - - - nec-Menthol
1151 1662 0.8 1.1 - - d-Terpineol
1156 1631 - - - 0.3 | Menthol
1161 1594 - - 0.4 0.2 | Terpinene-4-ol
1161 1600 4.1 1.4 - - neciso-Isopulegol
1168 1620 3.1 3.9 - - neciso-Menthol
1172 1690 0.6 0.9 0.3 - | a-Terpineol
1172 1657 0.2 - - - iso-Menthol
1216 1642 2.7 2.4 64.4 39.9| Pulegone
1225 1720 - - 0.4 2.2 | cis-Piperitone oxide
1225 1716 0.1 - 0.5 1.0 | Piperitone
1228 1701 - - 0.2 - trans-Piperitone oxide
1254 - - 0.3 - Isopulegyl acetate
1308 1907 - - 6.4 7.7 | Piperitenone
1330 1943 - - 25 19.1 | Piperitenone oxide
1413 1594 0.4 0.2 0.2 - | E-Caryophyllene
1471 1701 0.3 - 0.1 - Germacrene D
1562 1967 - 0.6 0.2 0.8 | Caryophyllene oxide
Total identified 89.1 96.2 91.6 82.3
Per cent yield 29 3.4 3.0 3.8

Tabella 27.Composizione percentuale (area cromatografica)ciii ritenzione (RI) e resa di
estrazione degli oli essenziali @alamintha nepetal HD Portogallo;2 SFE Portogallo3 HD
Italia; 4 SFE ltalia; | composti sono elencati in base @ifte di eluizione su colonna SPB-1.
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Portugal Italy
Strains Fluconazole |Amphotericin B
1 3

MIC @ MLC(a)| MIC @ MLC(a)l MIC | MLC ||v||c(b’ ||v||_c<b>

Candida albicanATCC 10231 2.5 25 1.25 1.21 1 >148 1 N.T
Candida tropicalisATCC 13803 25 2.5 1.25 1.2 4 >148 N.|T N.

Candida kruseH9 2.5 25 1.25 1.25 64 64-1P8 N.T N.T
Candida guillermondiMAT23 25 2.5 1.25 1.25 8 8 N.T] N.T|
Candida parapsilosi& TCC 90018 2.5 5 1.25 2.5 <1 <] N.T N.]
Cryptococcus neoformaf@ECT 1078 1.25 1.25] 0.32-0.64 1.25 16 128 N.T N.T
T. mentagrophyteSF7 5 5 0.64 1.25 16-3p 32-44 N.T N.
Microsporum cani$-F1 25 25 0.64 0.64 12§ 128 N.T N.
Trichophyton rubrunCECT 2794 2.5-5 2.5-5 0.64 1.2b 16 64 NJT N
M. gypseunCECT 2905 5 5 1.25 1.25 12¢ >148 NI N
Epidermophyton floccosuRF9 25 25 0.64 0.64 16 16 N.T N.]

Aspergillus nigelATCC16404 5-10 >20 0.32 5 N.T N.T 1-2 4

A. fumigatudTCC 46645 5 10 0.64 2.5 N.T N.T 2 4
A. flavusF44 10 20 1.25 25 N.T N.T] 2 8

Note: Results were obtained from 3 independent experisnggrformed in duplicaté MIC and MLC were
determined by a macrodilution method and expressgt/mL(V/V). ® MIC and MLC were determined by a
macrodilution method and expressequgimL (W/V). ¢ Not tested.

Tabella 28.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Calamintha nepetaulieviti e
ceppi di dermatophyte&spergillus
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3.6.4.Achillea millefolium

Sono state utilizzate le parti aereeAdhillea millefoliumraccolte in due siti diversi:
Sadali (Sardegna, ltalia) e Serra de MontemurotdBalio centrale). | campioni sono
stati sottoposti a estrazione mediante SG-(BFE) e idrodistillazione (HD). La resa di
estrazione degli HD é stata 0.4 % (Portogallo)®%.(Sardegna), quella degli estratti
SFE 0.7 %. Le composizioni degli estratti HD e Sefenute mediante analisi GC-FID
e GC-MS, sono riassunte nella tabella 29. | compbrsono elencati in base al loro
ordine di eluizione su una colonna HP5.

Gli estratti ottenuti per SFE e HD hanno composigiqualitativamente comparabile,
anche se i componenti sono presenti in differempprzioni. Gli estratti volatili ottenuti
dall'Achillea millefoliumsarda sono caratterizzati da un alto contenuto-dsarone
(25.6 + 33.3 %, SFE e HD rispettivamen{&hisabolene (27.3 + 16.6 %) andpinene
(10.0 = 17.0 %). Gli estratti ottenuti dalla pianfaortoghese, presentano una
composizione alquanto differente e hanno come a@aticcomponenti: trans-thujone
(31.4 + 29.0 %), trans-crhysanthenyl acetato (#918.8 %) €3-pinene (1.2 + 11.1 %).

| risultati ottenuti (figura 44) evidenziano perAdhillea millefolium sarda e
portoghese l'appartenenza a due chemotipi diffen@nt riconducibili a nessuno, del pur
elevato numero, dei chemotipi Ai millefoliumdi altri paesi gia presenti in letteratura
[112-114].

Achillea millefolium
main compounds
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Figura 44. Confronto della composizione percentuale per igipai componenti degli oli
essenziali dA. millefoliumHD, SFE Portogallo e Italia.
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E evidente una grande variabilita della composiiamimica dovuta all'elevato
numero di chemotipi presenti in natura. Ai fini ldesfruttamento massivo in campo

medicinale & necessaria un‘attenta opera di sakeziei chemotipi piu pregiati.

RI HD-1 SFE-1 HD-2 SFE-2 Compound

930 0.2 tr. - - a-Thujene

934 17.2 10.0 2.9 tr. a-Pinene

953 0.7 0.5 0.9 tr. Camphene

974 3.9 2.5 5.0 2.1 Sabinene

980 2.1 1.2 11.1 1.2 B-Pinene

992 2.8 1.8 - - Myrcene
1014 0.4 - 0.4 - a-Terpinene
1027 0.4 tr. 1.0 1.2 ortho-Cymene
1031 14 15 0.8 tr. Limonene
1032 1.5 1.4 - - B-Phellandrene
1034 - - 1.6 1.0 1,8-Cineole
1062 0.7 tr. 0.9 tr. y-Terpinene
110( 0.3 tr. tr. tr. Linalool
1116 - - 29.0 314 trans-Thujone
1123 - - 0.5 tr. Cis-p-Menth-2-en1-ol
1127 - - tr. 1.0 Chrysanthenone
1147 - - 9.7 3.3 Camphor
1167 - - 1.6 tr. Borneol
1174 1.4 tr. 1.5 tr. Terpinen-4-ol
1191 tr. - 0.5 tr. a-Terpineol
1234 - - 15.8 19.8 trans-Chysanthenyl acetate
1286 0.4 0.7 1.5 tr. Bornyl acetate
1293 - - 0.8 1.1 Thymol
1374 tr. tr. tr. 0.9 o-Copaene
141( tr. 0.5 - - a-Cedrene
1414 0.3 1.1 2.6 5.7 B-Caryophyllene
1436 0.4 9.1 - - transa-Bergamotene
1454 0.9 1.0 tr. tr. o-Humulene

1454 0.4 0.8 0.6 2.0 transB-Farnesene
1474 1.6 4.4 - - 10-epif-Acoradiene
1481 0.9 2.5 2.5 11.0 Germacrene D
1485 1.4 3.9 - - B-Selinene

1494 0.9 2.0 - - a-Selinene

1494 8.8 tr. - - (E)-Methyl isoeugenol
1504 16.6 27.3 tr. tr. B-Bisabolene
1514 tr. tr. tr. 4.8 Cubebol

1524 tr. tr. 1.1 2.3 0-Cadinene

1564 - - 0.7 2.6 (E)-Nerolidol
1575 tr. tr. tr. 0.8 Germacrene D-4-ol
1581 - - 1.7 3.0 Caryophyllene oxide
1624 - - 1.3 1.6 1-Epi-cubenol
1634 - - 1.2 1.8 Caryophylla-4-(12),8(13)-dien-5-a-ol
164( - - 2.2 14 o-Muurolol

1681 33.3 25.6 - - o-Asarone

Tabella 29.Indici di ritenzione (RI) e aree cromatograficlergentuali dei composti identificati
negli estratti diAchillea millefoliumottenuti mediante SFE a 90 bar 40°C: Sadali (SFBérra
de Montemuro (SFE-2); mediante idrodistillazionad&i (HD-1); Serra de Montemuro (HD-2).
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Per quanto riguarda l'attivita biologica antifurean(tabella 30) degli oli sardo e
portoghese, la valutazione della concentrazioneimaninibente (MIC) e della
concentrazione minima letale (MLC), questi hanncstrato una capacita di inibizione

verso i ceppi di dermatophyte con MIC compresDt@2 + 1.25uL/mL.

Portugal Italy Fluconazole Amphotericin B
Strains
Mic® [mc @ mic® | M@ | mic® | mc® m/mLc ©
Candida albicans - - - 5
ATCC 10231 ' ' ' ' ! >128 N.T N-T
Candida tropicalis - - - c
ATCC 13803 ' ' ' 4 >128 N.T N-T
Candida kruseH9 2.5 2.5 2.5 5 64 64-128 N.T N.T
Candida guillermondii
MAT23 1.25 1.25 1.25 25 8 8 N.T N.T
Candida parapsilosis - - - 20
. . . >
ATCC 90018 <1 <1 N.T N.T
Cryptococcus neoformans
1.25 1.25 0.64 1.25 16 128 N.T N.T
CECT 1078 ’ ’
'T. mentagrophytes
0.64 0.64 0.32 0.64 16-32 3264 NT N.T
FF7 ’ ’
Microsporum cani FF1 0.32 0.32 0.64 0.64-1.25 128 128 N.T N.T
[Trichophyton rubrum
0.32 0.64 0.32 1.25 16 64 N.T N.T
CECT 2794 ' '
M. aypseu 0.64 0.64 0.64 128 128
. . . _ >
CECT 2905 0.64-1.25 N.T N.T
Epidermophyton flccosum
0.64 0.64 0.64 0.64 16 16 N.T N.T
FF9
T. mentagrophytegar.
interdigitale CECT 2958 064 | 125| 064 | 3125 | 128 | 2128 | NT | NT
1. verrucosum 1.25 1.25 0.64 128 128
. . . > >
CECT 2992 1.25 N.T N.T
IAspergillus nige 5 >20 1.25 )
ATCC16404 >20 N.T N.T 1-2 4
A. fumigatu 255 >20 1.25
ATCC 46645 >20 N.T N.T 2 4
A. flavu: F44 10 >20 1.25 >20 N.T N.T 2 8
Note:® MIC and MLC were determined by a macrodilution et and expressed js/ml (V/V).  MIC and MLC were determined
a macrodilution method and expresseggiml (W/V). ¢ Not tested. Results were obtained from 3 indepenebgoeriments perform
in duplicate

Tabella 30.Attivita antifunginea (MIC and MLC) degli estratti Achillea millefoliumsulieviti
e ceppi di dermatophytefespergillus
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3.7. Oltre la Sardegna

Durante l'attivita di ricerca non ci si e limitallo studio piante raccolte in Sardegna
e del confronto con alcune omologhe raccolte intd@atlo, ma ci si é rivolti anche
all'area del Maghreb, Tunisia ed Algeria, fino adivare allo Yemen nella penisola
arabica. Sono state studiate le seguenti matrgetadi: Juniperus phoeniceaJuniperus
oxycedrusssp macrocarpa e ssp. ufescens(Tunisia), Laurus nobilis (Tunisia ed

Algeria), Daucus carotgTunisia) eStachys yemenengigemen).

Il ginepro, molto diffuso nell’area mediterranegresente con circa 70 specie; piante
raccolte in Sardegna sono gia state oggetto diedeti studi del nostro gruppo di
ricerca [35,120-121]. Lo scopo di questa parteaddlterca € stato di investigare la
composizione chimica e l'attivitd biologica antimsste degli oli essenziali estratti da

bacche, raccolte in Tunisia, da differenti speciduhiperug22,23].

L’alloro (Laurus nobilisL.) € un’importante pianta utilizzata come aromeatie
medicinale, il lavoro di ricerca realizzato [21]¢c@mpletamento di un ampio programma
di ricerca sulLaurustunisino [115,116], ha messo a confronto la corgmse chimica
e lattivita biologica antifunginea di oli essenkiattenuti da piante raccolte in Tunisia

ed Algeria.

Il Daucus carotassp.carota (Apiaceae), diffusa in Europa, Africa e Asia, eaun
pianta utilizzata nella medicina tradizionale parcura delle insufficienze epatiche e
renali. Piante raccolte in Sardegna sono state ttmygle precedenti studi del nostro
gruppo di ricerca [117]. In questa parte del lavdioricerca [24] si € studiata la
composizione chimica e l'attivita biologica antitemica e antifunginea degli estratti

ottenuti da piante raccolte in Tunisia in diffeliesiti e stadi vegetativi.
Il genereStachyse presente in natura con oltre 200 specie. Lastadlizzato [25],

primo in assoluto sulla spec& yemenensiia evidenziato la composizione chimica e

I'attivita biologica antibatterica e antifungineaidlifferenti estratti ottenuti.
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3.7.1.Juniperus tunisino

3.7.1.1.Juniperus phoenicea

Le bacche mature e immatureJdiphoeniceasono state raccolte in Tunisia in tre siti
distinti. Gli oli essenziali sono stati ottenutirpdrodistillazione in apparato Clevenger
secondo F.U., la resa di estrazione ha mostrataaavapiabilita (2 + 7 %) in relazione
sia allo stato di maturazione delle bacche (le hadmmature mostrano rese maggiori in
quanto con la maturazione parte dei componentol'eésenziale va a costituire la resina
della pianta [118]), che alla zona geografica divenienza; in generale le rese ottenute
appaiono maggiori rispetto a quanto gia riportattetteratura [119].

La caratterizzazione chimica degli oli essenzidiierouti € stata realizzata mediante
GC-MS, sono stati identificati 42 componenti (96.29.5 % del totale rilevato). In
tabella 31 sono riportati i risultati dell’analiGIC-MS.

Tutti gli oli essenziali ottenuti sono costituiterpla maggior parte da monoterpeni
idrocarburici (74.0 + 89.8 %) la cui concentrazisigiduce leggermente nelle bacche
immature. | monoterpeni ossigenati sono presentmodesta quantita nelle bacche
mature (3.3 + 5.7 %), mentre la loro presenza evubtnente maggiore nelle bacche
immature (17.5 % Rimel, 12.6 % J. Mansour). | sésqueni ossigenati sono presenti
significativamente solo nelle bacche raccolte adRifd.2 % mature e 3.8 % immature).

Il componente principale in tutti gli oli @-pinene (58.6 + 77.3 %), altri componenti
rilevati: camphene (0.6 + 9.3 %);3-carene (0 + 10.0 %) e trans-verbenol (0 + 5.2 %)
Le differenze rilevate nella composizione degli édiratti dalla bacche provenienti dai
diversi siti potrebbero essere correlate alle paldri condizioni ambientali e/o alla

differente chemotassonomia delle piantd.ddhoenicea
| dati ottenuti sostanzialmente concordano con tuamerso in altri studi su

Juniperusproveniente dalla Sardegna [35,120-121] dove mhponente maggioritario

risulta sempre essegepinene.
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Kl Ripe berries Unripe berries
Compounds kovats Rimel Makthar | J. Mansour Rimel Makthar | J. Mansour
ime
Tricyclene 92§ - - - 0.3] - -
a-pinene 939 63.4 69.5 77.3 58.6 63.1 68.3
Camphene 958 1.1 9.3 0.6 6.4 0.9 0.6
Verbenene 967 - 0.3 05 12]- 0.6
Sabinene 976- 0.3] - 0.3 24 0.6
B-pinene 980 2 2.1 25 34 2.2 1.9
Myrcene 991 1.1 2.1 1.6 0.9] - 1.3
a-phellandrene 1006- - - 0.1]- -
5-3-carene 1011 10 1.2 3.7]- 7.8 2
p-cymene 1024 0.9 0.7 11 0.4 0.7 0.6
B-phellandrene 1031L 0.9 1.7 2.5 1.9 2.3 2.2
Terpinolene 1088| - - - 0.5| - -
a-campholenal 1125 1 0.8 1.2 2.3 0.8 2
Trans-pinocarveol 113p 15 0.7 15 35 1.2 3.1
Cis-verbenol 1140 - - 1.6 0.6]- 0.8
Trans-verbenol 1144 2.4 1.1]- 3.3 2.8 5.2
Trans-pinocamphone 1160] - - - 0.2| - -
Pinocarvone 1162] - - - 0.2] - -
P-mentha-,.5-dien-8-ol 1166 0.8 0.7 0.9 3 0.8 15
Terpinen-4-ol 1177 - - - 0.2] - -
m-cymen-8-ol 1180] - - - 0.4 - -
a-terpineol 1189 - - - 0.3| - -
Myrtenal 1193] - - - 1.2]- -
Verbenone 1204 - - - 13| - -
Trans-carveol 1217- - - 1|- -
Isobornyl acetate 1285 - - 1|- -
o-terpinyl acetate 1298 1.7 1.7 1.3 1 3.9]-
(E)-caryophyllene 1418 1.1 1.8 0.8]- 2.4 0.5
a-humulene 1454 0.6 0.9]- - 12]-
y-muurolene 1477 0.9 1.2]- - - -
B-dihydro agarofuran 1496- - - 0.2| - -
Cis-calamenene 1531 05]- - - -
a-cadinene 1538- - - 04| - -
Occidentalol 1548 0.7] - - 0.2]- -
Germacrene B 1556 0.5]- - 1.4]-
Caryophyllene oxide 1581 3.5 1.1 15 1.7 1.7 1.6
Humulene epoxide Il 1606 14]- - 0.2] - -
1,10-di-epi-cubenol 1614 09]- - 0.6] - -
a-cadinol 1653 18] - - 0.3] - -
Acorenone 168% 09]- - - - -
Sandracopimara-8(14)15-diepe 1960 - - - 0.6] - -
abietadiene 208p- - - 0.3] - -
Total Identified 98.6 98.2 98.6 98 95.6 92.8
Hydrocarbon Monoterpengs 79.4 87.2 89.8 74 79.4 78.1
Oxygenated Monoterpenges 5.7 3.3 5.2 17.5 5.6 12.6
Hydrocarbon Sesquiterpenes 2.6 4.9 0.8 0.4 5 0.5
Oxygenated Sesquiterpenes 9.2 1.1 15 3.8 1.7 1.6

Tabella 31.Composizione percentuale degli oli essenzialinoiieda bacche dl. phoenicea.
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L attivitd biologica antiossidante degli estrattiJd phoenicea é stata valutata rispetto
alla capacita di contrasto dei radicali liberi €readical scavenger); infatti € oramai
assodato che i radicali liberi sono coinvolti nebgesso di perossidazione lipidica,
svolgono un ruolo cardine in numerose malattie icl@e sono implicati nei processi di
invecchiamento precoce.

L attivitd & stata misurata utilizzando i test DPPIABTS.

Quando una soluzione di DPPH é miscelata con uonsaidante che puo donare un
atomo di idrogeno, ha luogo la riduzione alla formlia difenilpicrilidrazina (non
radicale) con la scomparsa della colorazione VipE2]. In tabella 32 sono riportati i
dati ottenuti, bassi valori di Kg indicano una maggiore attivita antiossidante. d@li
essenziali estratti dalle bacche acerbe hanno atostninore attivita antiossidante di
quelli maturi. L’attivita antiossidante maggiorestata riscontrata negli oli essenziali
provenienti dalle bacche raccolte a Makther (72,Brfvhature - 66,3 % mature), mentre

negli altri casi I'attivita riscontrata & piu debol

locations Ripe berries Unripe berries
Rimel | Makthar | J. Mansour |Rimel | Makthar | J. Mansour
ICs0 (ug/mi) |136.1| 72.6 160.1 | 109.8| 66.3 94.7

Tabella 32 Valori di IG5, per lattivita antiradicalica DPPH degli oli esg@li ottenuti da
bacche di. phoeniceaaccolte in Tunisia

Si e ritenuto opportuno valutare il potere antidaste degli oli estratti anche
mediante il test ABTS (da preferirsi se con DPPkgsno problemi di solubilita e/
interferenze [123]). La diminuzione della concernimae ABTS , misurata con la
riduzione della colorazione blu, é linearmente dgente dalla capacita antiossidante;
viene utilizzato il Trolox come standard di calib@ne. | risultati ottenuti (tabella 33)
hanno rivelato che gli oli estratti dalle bacchdumahanno mostrato una buona capacita
antiossidante con Kg 0.5 mg/ml, 0.4 mg/ml e 0.5 mg/ml (J. Mansour, Mekte Rimel
rispettivamente), mentre gli oli essenziali radatdtle bacche immature si sono mostrati
meno efficaci (1.9 mg/ml, 1.0 mg/ml e 2.0 mg/mli)ddti ottenuti con ABTS sono in

sostanziale accordo con i risultati del test DPPH.
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. Ripe berries Unripe berries
Concentrations - -
Rimel | Makthar | J. Mansour | Rimel | Makthar J. Mansour
0.625 20.3 40.3 33.3 80.9 87.1 73.3
1.25 40 55.1 42.2 86.2 87.5 85.7
2.5 58.9 62.7 55.3 87.9 90.3 86.3
5 62.1 75.4 68.3 90.8 92.4 89.2
7.5 67.6 82.3 78.5 92.1 95.2 93.8
12 73.5 87.3 82.8 94.3 98.3 93.8
20 82.8 92.2 87.8 98.1 99.9 95.1
ICs0 1.9 1 2 0.5 0.4 0.5
TEA (Mm) 0.8 1.1 0.8 1.8 2 1.8

Tabella 33 Attivita antiradicalica ABTS degli oli essenziali ottenuti da baccheldphoenicea
raccolte in Tunisia

In conclusione possiamo affermare che gli oli essdinestratti da bacche di J.
phoenicea raccolte in Tunisia hanno mediamente epta® una buon potere
antiossidante di contrasto ai radicali liberi; lariazioni delle attivita riscontrate
potrebbero essere attribuite a tre fattori princiggenetici, stadio vegetativo, e fattori
ambientali (es. suolo e clima) [124].

3.7.1.2 Juniperus oxycedrus ssp.macrocarpa e ssprufescens

Le bacche mature e immatureddioxycedrusono state raccolte in Tunisia in due siti
distinti per ciascuna sottospecie. Gli oli essdng@no stati ottenuti per idrodistillazione
in apparato Clevenger secondo F.U.

La caratterizzazione chimica degli oli essenzidiierouti € stata realizzata mediante
GC-MS e i risultati sono indicati in tabella 34. B1 componenti rilevati, 48 sono stati
identificati (78.9 + 98.9 % del totale). Gli olismziali diJ. oxycedrussp.rufescens
(localita Dkhila e Kbouche) sono costituiti prinalmente da monoterpeni idrocarburici
(49.0 % e 47.7 %) e gli idrocarburi sesquiterpef®d.0 % e 39.6 %). | monoterpeni
ossigenati risultano assenti nel campione provémida Kbouche e solo con 1.7 % nel
campione proveniente da Dkhila. Gli oli essenziall. oxycedrussp.macrocarpa(loc.
Tabarka e Hawaria) sono composti principalmentendaoterpeni idrocarburici (46.9 %

e 65.7 % rispettivamente).
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I componenti principali degli oli provenienti da Bika e Kbouche sona-pinene,
germacrene D, mircene, abietadiene e cis-calamenzfpnene € maggiormente
presente nell’olio proveniente da Dkhila (42.1 %3vs6%) mentre quello di Kbouche e
piu ricco di germacrene D (31.1 % vs 23.7 %). Giliessenziali diJ. oxycedrusssp.
macrocarpaoli sono caratterizzati da-pinene, germacrene D e cis-calamenene.

| campioni provenienti da Hawaria sono piu ricahaiipinene, germacrene D, mentre
registrano valori relativamente bassi, confrontath campioni provenienti da Tabarka,
di cis-calamenene.

Rispetto allo stato di maturazione delle bacche, l@vanzare della maturazione si
registrano variazioni nella composizione: es. unmeuto di a-pinene:
Hawaria (57.5 + 54.1 %) e Tabarka (37.9 + 47.4 %palogamente per Germacrene D
(7.6 + 15 %) e (4 + 22.7 %). Alcuni componenti mindanno presentato un
comportamento differente tra i due siti.

Gli oli essenziali delle due sottospecie hanno laige un'ampia variazione della
composizione chimica e nel numero di componengivati. Sinteticamente possiamo
affermare che gli oli diJ. oxycedrusssp. macrocarpasono piu ricchi ina-pinene,
mentre quelli dJ. oxycedrussp.rufescensono piu ricchi in germacrene D.

Dal confronto con la letteratura si evince cheid'dunisino ottenuto da bacche i
oxycedruspresenta molte differenze. L'olio da baccheldioxycedrusssp.oxycedrus
raccolte in Spagna, & caratterizzatoodpinene (60.6 %) e mircene (24.9 %) [125];
quello ottenuto da bacche raccolte in Sardegna][&26aratterizzato soprattutto da
a-pinene (84.5 %)\-3-carene (3.6 %), limonene (2.5 %) e myrcene 2.1

Gli oli da bacche diJ. oxycedrusssp.badia [128] sono caratterizzati da elevate
qguantita dia-pinene (61.5 + 59.8 %) e mircene (18.6 + 18.5 %Mhirore quantita di
germacrene D.

| risultati ottenuti sottolineano chk oxycedrussp.macrocarpae J. oxycedrussp.

rufesces sono taxa distinti dh oxycedrussp.badiaeJ. oxycedrussp.oxycedrus
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Ulnripe berries Ripe berries

Joxyeedris ssp. Loxyeedrus ssp. Joxyeadrs ssp.

rufEsCens MU OO macrocarpd
No. Compounds K1 Kbouche Dkhile Hawara Tabarka Hawara Tubarka
I @-Pinens 93 314 421 575 E T 61.1 474
I Camphene 953 3 035 04 .5 0:3
3 Sabinens 976 0.3 - - 0.3 02
4 p-Pinens 980 1.4 1.2 23 1.7 25 L6
5 Myroens 991 .4 4.0 25 1.5 28 19
6 @-Phellindrene 1005 1.3 1.3 0.3 -
71 p-Cyvmene 1026 - - 0.8 1.1 0.2 E
£ pB-Phellandrens 1031 - 21 14 1.8 1.5
9 1, 8-Cineol 1033 - - - - 02 -
11 Terpinolens 10RE 0.4 0.4 - 0.6 0.8 0.6
Il eCampholenal 1125 - - 0.7 1.6 - -
12 trans-Pinocarveol 1139 - 0.6 1.0 - 0.2
13 trans-Verbenol 1144 - - - 0.6 0.2 -
14  pars-Mentha-1, 11 &6 - - - 09 - -
S-dien-E-ol
15 metaCymen-Sal 1180 - - - 0.6 - -
I meta-Terpineo 11L& - - 1.2 0.2 -
17 Myrtenal 1193 - - - 0.7 - -
I8 Verbenons 1204 - 0.5 -
19 trans-Carvenl 1217 ~ - - 0.7 - -
20 lsoboroyl acetate 1285 - (L6 - -
21 Carvacrol 1298 - - 1.7 - 0.5 -
2?2 g-Tierpinyl wcetate 12498 - 1.1 23 59 0.5 .3
23 (E}-Caryophyllens 1418 20 1.5 L4 30 1.2 1.6
24  w-Humulens 1454 240 1.4 1.0 1.3 L0 1.6
25 y-Muorolene 1477 - 28 - 1.7 -
26 Germacrens [ 1480 3.1 2x7 76 440 15.0 27
27 epiLubebol 1493 - - 0.5 049
I8 epi-Londrens 1497 Q6 0.5 0.5 3 0.5
2 rrans-Cadmeng 1513 - - 1.3 - 08 L4
3 eis-Calamenene 1521 248 313 35 0.8 25 18
3l prans-Cadmene 1538 1.3 1.6 - -
32 Germacrene-D-4-ol 1574 0.7 - - - 0.3 -
33 Carvophyllens oxide 1581 - - 1.2 2.3 - -
M pCopaene-4-o-ol 1584 - 0.6 0.5 - 03
35 Humulkens epooade 11 1606 - - 0K - -
36 Ni - - - 08 09 - 03
37 1. 10-di-epi-Cubenol 1614 - - 0.9 - 0.7
38 l-gpiCubenol 1627 1.2 1.1 - - - -
W w-Cadinol 1653 1.5 1.1 20 23 0.7 1.3
4 Acorenone 16ES - 9 09 - 0.5
4l Cembrens 1929 - 0.6 i1 - 0.5 08
41 Sandracopimuirs- 1960 23 16 1.1 - 0.5 1.2
Bl14)-15-diene
43 Bifloratnens 1974 - 0.6 - - - -
H  Kaurene 2034 0.6 1.0 - - - -
45 Abietudiens g 30 5K - 1.1 - 1.1
46 Octadecinol g2 (.6 1.4 - - - -
47 Sclareol k. i .7 i1 - -
45 Mi - - - - 0.7 -
49 pix-Totarol 278 - 0.5 - -
5 d-p-OH-manool 2295 - 0.5 - - - -
5 M - 0.4 0.4 - -
Total 981 Qg9 956 e 97.13 91.1
Hydrocarbon monoterpenes 47.7 490 657 469 LK 529
Oy pena ted monolerpenes - 1.7 53 13.1 .6 0.5
Hydrocarbon sesguilerpenes }a 320 17.6 9.5 2.5 £ ]
Oy penated sesquiterpenss 57 48 5.8 77 2. 4.5
Dvterpenes 4.3 96 i1 1.1 0.5 13
Others 1.0 1.8 08 09 0.7 0.3

Motes: Ni, non-identified compound; KI, Kovets index.,

Tabella 34.Composizione percentuale degli oli essenzialinotieda bacche dl. oxycedrussp.
macrocarpaandJ. oxycedrussp.rufescensaccolte in Tunisia.
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Analogamente a quanto gia mostrato jpephoeniceasugli oli estratti dalle bacche
di J. oxycedrussp.macrocarpae J. oxycedrussp.rufesces e stata valutata l'attivita
biologica antiossidante mediante i test DPPH e ARTSrisultati sono riportati nelle
tabelle 35 e 36.

Unripe berries Ripe berries
J. oxveedrus ssp. J. oxyeedrus ssp. J. oxyeedrus ssp.
macrocarpa rufescens macrocarpa
Concentrations

[ugmL’J] Hawaria Tabarka Dkhila Kbouche Hawaria Tabarka
1 223427 2394+1.1 223417 34417 33.1+£1.5 30.2+04
5 25.0+£09 260+28 251432 62+1.1 481423 37.54+03
10 28.1+0.5 4+1.4 282444 96+21 519411 421412
20 324417 3884+09 324418 147+09 552424 468+19
40 444 +1.8 415404 444433 255423 626+19 481405
80 66.4+£1.1 429+1.2 664+£1.5 467+23 759+14 584+26
100 77.2+1.4 46.6+1.7 77.2+29 68.7+13 837121 70.24+06
150 85.3 £0.8 57.5+1.1 B853+19 757+1.1 882+4+15 78.1+1.3
ICs, 43.0+2.8 116.0+97 51.0+£52 83.0+23 8.0+1.7 44.0+4.1

Note: Values are given as mean + SD of triplicate experiment.

Tabella 35 Attivita antiradicalica DPPHdegli oli essenziali ottenuti da baccheldxycedrus
raccolte in Tunisia

Unripe berries Ripe berries
J. oxyeedrus ssp. J. oxycedrus ssp. J. oxycedrus ssp.

macrocarpa rifescens macrocarpa
[mgmL™ '] Hawaria Tabarka Dkhila Kbouche Hawaria Tabarka
0.625 721405 521413 672414 639+13 909+24 B0O.B+38
1.25 803408 6554+25 799412 T03+1.8 97.1+13 B87.4+09
2.5 95.14+£32 73.143.1 83.1+1.7 7814+23 990+29 97.54+05
5 978429 RB004+18 90.7+26 851+04 99R+08 98.0+15
7.5 9R0+15 97.14+1.7 983+23 90.1+0.9 100+£32 993418
12 99.54+27 984424 100+3.0 93.1+1.1 100+£2.6 100+£29
20 1004+£1.1 100+£3.8 100+1.5 100£1.7 100+£1.5 1004+£25
ICs, 0.5+0.1 0.6+0.1 0.5+0.2 0.6+0.1 0.4+0.1 0.5+02

TEAC (mM) 1.74+0.2 1.34+0.2 1L.6+0.4 1.4+0.8 20+03 1.9+0.1

Note: Values are given as mean £+ SD of triplicate experiment.

Tabella 36 Attivita antiradicalica ABTS degli oli essenziali ottenuti da baccheldbxycedrus
raccolte in Tunisia

L'attivita antiossidante riscontrata € stata gdneate buona, gli oli essenziali
ottenuti da bacche mature hanno mostrato un'@timitiossidante maggiore rispetto
quelli ottenuti da bacche immature; in assolutméggior potere antiossidante é stato
riscontrato nell’olio essenziale ottenuto da bacctegure raccolte ad Hawaria. Non si
registrano differenze significative di attivita exsisidante tra le diverse sottospecie.

Questi oli potrebbero rivelarsi un’importante fontacilmente accessibile di

antiossidanti naturali impiegabili come additivi settore alimentare.
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3.7.2Laurus nobilis

La matrice vegetale utilizzata era costituita dgliéodi L. nobilisraccolte nel periodo
balsamico della fioritura in Algeria nella localdaAkfadou e in Tunisia nella localita di
Ain Drahem. A scopo di confronto e stato ottentad essenziale per idrodistillazione
(HD).

Le estrazioni mediante SC-GQSFE) sono state condotte, sulla base del lavoro
precedentemente svolto dal gruppo di ricerca [11164,Jalle pressioni di 90 e 110 bar; la
prova a 90 bar & quella che ha fornito il miglistratto volatile privo dei componenti
indesiderati (liquido giallo); in entrambe le prove cere cuticulari (solide, di colore
bianco e inodori) vengono precipitate nel primoasafore. Le rese di estrazione sono
state del 1.6 % (SFE) e 2.1 % (HD) per gli estrattisini e del 1.3 % (SFE) e 0.5 %
(HD) per quelli algerini.

Gli estratti ottenuti sono stati caratterizzatinsldamente mediante analisi GC-MS e i
risultati sono riportati nella tabella 37. Le tedme SFE e HD hanno fornito degli estratti
con composizioni molto simili, con una leggera mihanza delle classi
monoterpeniche negli estratti HD. Passando al oatdr sulla provenienza geografica,
non sono state riscontrate differenze qualitatibascomposizione, ma i componenti
maggioritari sono presenti in proporzioni diffeient

E interessante notare che 1,8-cineolo, componerdggioritario negli estratti
provenienti dalla Tunisia (31.0 % SFE, 32.1 % Hggli estratti provenienti
dall’Algeria € presente con una concentrazioneacditnezzata (17.6 % SFE, 16.3 %
HD). Nel caso del linalolo la situazione si invectin la maggiore presenza negli estratti
algerini (13.4 % SFE, 10.9 % HD) rispetto a quelhisini (2.2 % SFE, 2.1 % HD). Il
contenuto in monoterpeni (idrocarburici e ossiggreatmaggiore negli estratti tunisini
rispetto a quelli algerini, che invece sono pitchicin sesquiterpeni (idrocarburici e
ossigenati).

Altri componenti presenti in elevata percentuale tumti gli estratti sono:
sabinene (2.2 + 4.6 % Algeria, 6.8 + 7.2 % Tunisigjerpinil acetato (10.6 + 16.6 %
Algeria, 15.3 + 15.6 % Tunisia), metil eugenolo.@& 11.0 % Algeria, 10.2 + 10.6 %
Tunisia), (E)-caryophyllene (4.2 + 6.4 % Algeria03+ 2.9 % Tunisia), elemicina
(3.2 + 2.0 % Algeria, 1.9 - 1.0 % Tunisia).
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Dai dati su esposti € possibile notare che la csmmme chimica degli estratti
ottenuti da foglie dL. nobilisraccolte in Tunisia differisce notevolmente daligudegli
estratti algerini e si potrebbe ipotizzare I'appagnza a chemotipi differenti (figura 45).

Laurus nobilis
main compounds of leaves essential oil from Tunisia and Algeria

Area %

B SFE Alg.

B HDA Alg.
SFE Tun.

B HD Tun.

Figura 45. Confronto della composizione percentuale per igyp@i componenti degli oli
essenziali da foglie di. nobilisHD, SFE Algeria e Tunisia.

Nel caso dell’'estrazione SFE e stato condotto undis della resa percentuale di
estrazione (totale e rispetto alle 4 classi prialcidi composti estraibili) rispetto alla
durata del processo (figura 45).

Risulta evidente che la durata dell’estrazionauigfiza notevolmente la composizione
dell'olio volatile ottenuto. Dopo 90 min la resa rpentuale in sesquiterpeni
(idrocarburici e ossigenati) e in monoterpeni (@ndburici) si stabilizza e il contributo
di queste classi alla resa totale € decisamentestmda resa in monoterpeni ossigenati
(maggiormente responsabili dellaroma) continuareseere significativamente fino a
240 min, tempo minimo per avere un’estrazione ds&us

Gli estratti volatili diL. nobilis della Tunisia, Algeria e Sardegna [128] mostrano u
minore contenuto in 1,8-cineolo rispetto a datsprdi in letteratura [129].

Sono state effettuate delle estrazioni SFE a pmessiiu elevata (240 bar e 50 °C con
densita di CQ di 0.831 kg/m per 4 h); I'estratto ottenuto con una resa del %.3i
presentava come un solido di colore verde/giallanalisi GC-MS ha rivelato che circa
il 10 % era costituito dai componenti I'olio essihe, mentre la parte rimanente era

fondamentalmente costituita da un elevato numercodiposti non responsabili della
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fragranza, come esteri metilici di acidi grassi {). Pertanto possiamo concludere
che un aumento della pressione di estrazione ramsigliabile se si vuole ottenere un

estratto volatile aromatico di buona qualita.

T T T T
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Figura 45. Evoluzione della composizione dell’estrattoLdinobilis ottenuto mediante SFE 90
bar in funzione del tempo di estrazione. monoterpeni idrocarburici;A ,monoterpeni
ossigenati® , sesquiterpeni idrocarburicy, , sesquiterpeni ossigena;, resa totale.

~

Per quanto riguarda lattivita biologica degli etii e stata valutata ['attivita
antibatterica (MIC) contrdP. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, S. auread’attivita
antifunginea contrcC. albicans i risultati sono rappresentati in tabella 38. &diratti
hanno mostrato un’interessante attivita contro [Bede specie testateC( albicans, S
aureuse E. coli). L'estratto SFE tunisino (90 bar) € particolarteeattivo, inibisceC.
albicans (diametro di inibizione di 12 mm) ad una concentvae dello 0.05 %. |
risultati ottenuti (tabella 38) indicano che leféi€nze in attivitd antimicrobica degli
estratti diL. nobilis provenienti da diverse localita e ottenuti conedbe tecniche
riflettono le differenze nei rendimenti di estrazodei singoli componenti.

E noto [130] che la combinazione di componenti'diédl essenziale, per esempio
1,8-cineolo, linalolo o terpinen-4-olo, con antiteg inibisce fortemente crescita di
microrganismi, per cui questi risultati fanno igatre, per I'estratto SFE tunisino, I'uso

medicinale e una possibile applicazione terapegpigrdrattamento di alcune infezioni.
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Iy Compound SFE, HD, SFEq H I

Gl a-Pinene .9 20 26 29
993 Sabincne 2.2 4.6 6.8 7.2
994 g-Pinene 0.8 2.1 2.2 2.5
1043 1.8-Cincolke 17.6 16.3 3.0 321
1073 civ-Sabinene hydrate 0.4 tr 0.4 03
1a Linalool 134 10,9 2.2 2.1
1171 Para-mentha-1,5-dien-8-ol 0.4 i 0.4 0.4
1151 Terpin-4-ol 1.3 2.5 L6 1.3
1194 a-Terpincol 2.2 2.6 2.1 23
1357 a-Terpinyl acetate 10.6 16.6 15.3 15.6
1364 Eugenol 2.3 tr 1.6 ir

1376 a-Y langene 0.6 0.8 0.4 ir

1393 A-Cubebens tr tr 1.1 (16
1394 g-Longipinene 1.3 1.6 24 19
1407 Methyl eugenol 10.6 11.0 0.2 1.6
1410 e-Curjunene 0.4 tr 0.8 0.6
1420 (E}Carvophyllene 4.2 6.4 30 24
1439 a-Guaiene 1.2 1.0 07 &
1453 a-Humulene (.6 1.1 0.5 04
1456 alto-Aromadendrene 0.6 0.9 tr ir

1479 (Germacrens D 1.1 1.3 1.t 09
1483 cis-A-Guaene 1.2 1.3 0.4 (.4
1493 Bicyclogermacrene 1.9 0.9 3.3 32
1501 a-Bulnesene 1.5 tr 1.6 1.8
1508 rany-Cadinene 1.2 1.7 (.6 (.8
1518 SCadmene .4 1.4 .5 58
1549 Elemicin 32 2.0 1.9 1.1
1563 Germacrene D-d-ol ir ir 1.8 0.8
1564 Spathuknol 2.8 4.0 0.5 0.8
1569 Caryophyllene oxide 2.0 4.4 ir ir

1576 Globulal 0.4 tr ir 0.3
1631 A-Eudesmol 0.5 i tr ir

1635 a-Cadinol 1.3 1.2 tr 1.1
1673 S-lsocedranol .6 ig 1.3 (L8

Note: A, Algenan laurel; T, Tunisian laurel; tr = traces.

Tabella 37.Indici di ritenzione ) e aree cromatografiche percentuali dei principatnposti
identificati negli estratti volatili dL. nobilis ottenuti mediante SFE a 90 bar e HD provenienti
dall’Algeria e dalla Tunisia.

C. alhicans  P. aeruginosa E. coli E. faecalis 8. aureus

ATCC 2091 ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 24912 ATCC 29213
Sample (mgmL™") (mgmL™") (mgmL™") (mgmL™") (mgmL™")
HD Tunisian 100 100 10 100 10
HD Tunisian 100 100 100 100 100
SFE 90 Tunisian 0.5 100 10 100 10
SFE 90 Tunisian 10 100 100 100 100
SFE 250 Tunisian 10 100 100 100 100

Note: Antibiotic activity is given as MIC, the minimal inhibitory concentration.

Tabella 38. Attivita biologica degli estratti volatili di. nobilis ottenuti mediante SFE 90 bar e
HD provenienti dall’Algeria e dalla Tunisia.
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3.7.3Daucus carota

Sono state utilizzate le parti aereebdicarota (ombrelle fiorite e con semi) raccolte
in due differenti zone bioclimatiche in Tunisia:ji@ne (campione 1 - zona umida) e
Tunisi (campione 2 - zona sub-umida). Gli estisdtio stati ottenuti mediante estrazione
con CQ supercritico a 90 bar e 40 °C in configurazione doppio separatore e per
idrodistillazione a scopo di confronto. Le reseslirazione ottenute sono state del 2.0 %
(SFE) e 1.0 % (HD) e la caratterizzazione della posizione chimica degli estratti e
stata realizzata mediante tecnica GC-MS (tabelja 39

L’olio ottenuto dalle ombrelle mature del campidnéHD e SFE) é caratterizzato da
sesquiterpeni idrocarburici (36.1 + 37.2 %) e sésqueni ossigenati (29.2 + 35.9 %). |
principali componenti sono: carotolo (3.5 + 5.2 9B}bisabolene (5.5 + 7.6 %),
a-selinene (7.4 + 8.6 %), eudesm-7(11)-en-4-olo {8325 %), sabinene (12.0 + 14.5 %)
e 1le-(H)-himachal-4-en-B-ol (12.7 + 17.4%). L'olio del campione 2 € invece
fortemente caratterizzato dalla presenza di cayd$.0 ~ 55.7 %) e elemicina (31.5 +
35.3 %) come componenti maggioritari. Questo oliprevalentemente composto da
sesquiterpeni ossigenati (48.0 + 55.7 %) e fendanwidi (31.5 + 35.3 %), mentre a
differenza del campione 1, non contiene monoterpssigenati.

E interessante notare che fenilpropanoidi rapptaseril 31.5 % del campione 2, ma
solo il 4.7 % del campione 1 (negli estratti HD)sutati simili sono stati riportati [131]
nel caso oli ottenuti da ombrelle mature @i carota ssp. carota raccolte in Italia
(Sardegna) e in Portogallo: I'olio italiano conteael 15.2 % di fenilpropanoidi, circa
cinque volte piu di quanto riscontrato negli olientuti dalle piante portoghesi (3.4 %).

Si noti che i componenti maggioritari del campidnéllo-H-himachal-4-enefi-olo
e eudesm-7(11)-en-4-olo) non sono presenti inveee aampione 2. Gli stessi
componenti sono stati trovati nell'olio @. carota sardo [131]. Queste differenze
potrebbero dipendere da piu fattori, come il climhauolo o altri fattori geografici [132],
ma anche le differenze genetiche probabilmente sesonsabili della variabilita della
composizione chimica nell’olio d. carota

Il confronto tra le composizioni degli estratti SEBn quelli HD evidenzia alcune
differenze: gli estratti SFE, rispetto agli HD, t®mgono una minore quantita di
monoterpeni (15.0 vs 23.6 % e 1.7 vs 4.9 %) e uaggiore quantita di fenilpropanoidi
(5.1 vs 4.7 % e 35.3 vs 31.5 %). Questo comportéongmd essere spiegato, come gia
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ampiamente riscontrato nei risultati ottenuti suudi consistente numero di matrici
vegetali oggetto di questo lavoro di ricerca, ddiatto che nel processo di estrazione la
CO, supercritico emula un solvente organico e pertqussa favorire I'estrazione di
composti a piu alto peso molecolare.

L’attivitd biologica antimicrobica degli estrattiolatili di D. carota e stata testata
contro Escherichia coliATCC 35218 eStaphylococcus aurelSTCC 43300, e ceppi
clinici di Candida albicans C. tropicalis1011 RM. Gli oli testati hanno mostrato una
bassa attivita antimicrobica, infatti i valori dil® ottenuti da entrambe gli oli con il

metodo della microdiluizione sono stati > 2.5 %v)\ger tutti i microrganismi testati.

RI Compound Al El Al B2
637  o-Pinene °F 1.0 03 14 04
977  Sabinene **F 145 120 17 0.5
980  p-Pimeme "< 27 20 10 03
992  Myrcene*™° 0.6 02 02 -
1019 g Terpinene™® 0.5 = 02 -
1027 p-Cymene*™* 0.5 - - -
1031 Limonene™** 0.4 0.1 04 03
1061  y-Terpinene *P< 0.7 = = =
1141  cis-Sabinol™® 0.5 = = =
1178 Terpinen-4-ol*** i2 02 - -
1191 o Terpineol *® 0.4 = = =
1286 Bornyl-acetate*™* 0.5 3 . -
1351 o Longipinene*® 13 14 13 0.8
1376 o-Copaene g 0.2 1.9 02 -
1380 p-Cubebene ® 0.2 3 01 -
1391 B -Flemene™” 0.8 o9 0z -
1404  Methyvlengenol B 0.7 05 - -
1415 cis-o-Berzamotene " 0.3 - - -
1418  (E) Caryophyllene *®* 0.4 04 23 1.4
1437  trans-c-Bergamotene ™" 38 02 02 -
1445  (Z)-B-Famesene *® 4.5 50 26 1.6
1453  o-Humulene *5¢ 1.3 15 - -
1458  (E)-p-Farnesene ™" 29 35 - =
1480  y-Muurolene ™ _ 12 20 - -
1485 Bicyclogermacrene ™" 2.4 02 - =
1493 5 Selinene®” 1.0 12 - E
1498 o Selinepe " 7.4 86 %
1509  p-Bisabolene ™® 5:5 76 - -
1513  Elemecin™’ , 1.4 1.6 315 353
1524  E{o)-Bisabolene ™’ 1.8 19 04 0.5
1556 Germenene B*" 0.6 06 03 03
1559  Carotol®” 3.5 52 480 557
1630 11 o (H)Himacal 4 en 1 8 c1™® 127 174 - =
1653  o-Cadinol™® 18 23 = =
1682 o-Asarone™’ ) 1.6 2.6 - £
1694 Eudesm-T(11)-en-4-ol*" 2 85 - =
Monoterpene hydrocarbons 21.0 148 49 17
Ongygen containing monoterpenes 2.6 02 - -
Sesquiterpene hvdrocarbons 36.1 372 75 4.6
Onzyvgen containing sesquiterpenes 202 359 480 557
Phenvlpropanoids 4.7 5.1 315 353
Total identified 93.6 3.2 ele 973

Identification has been realized by comparnng mass spectra (a). retention
indices (b). and injection of authentic compound (c).

Tabella 39.Indici di ritenzione (RI) e aree cromatograficlergentuali dei composti identificati
negli estratti dDaucus carotasubsp.carotaraccolto dal sito 1 (A1=HD e B1=SFE) e dal sito 2
(A2=HD e B2=SFE).
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3.7.4.Stachys yemenensis

Gli estratti sono stati ottenuti mediante SC.C@EFE) e idrodistillazione (HD)
utilizzando foglie diS. yemenensigccolto nel distretto di Ashmor (provincia di dhj
Yemen). La resa di estrazione (m/m) e stata sipgteHD e SFE a 90 bar (0.8 + 0.9 %,);
sulla matrice esausta dall'estrazione a 90 baata sffettuata un'ulteriore estrazione a
250 bar da cui si € ottenuto un estratto pesastnfdabile a una concreta) con una resa
di estrazione molto maggiore (4.4 %).

| campioni ottenuti sono stati caratterizzati giaivamente mediante analisi GC-MS
e quantitativamente mediante GC-FID, entrambe $onoa HP5. La tabella 40 mostra
la composizione chimica degli estratti HD e SFE €960 bar). L'olio essenziale (HD e
SFE90) e costituito principalmente da sesquitermasigenati (41.0 % SFE, 32.1 %
HD) e monoterpeni idrocarburici (29.9 % SFE, 45.4%). Tuttavia, sono stati trovate
alcune differenze nella quantita dei componentig@pali.

Entrambe i campioni hanno sono caratterizzati dadésenza do-fellandrene €3-
fellandrene come componenti maggioritari (20.7 +91% e 16.8 + 11.7 %). Altri
costituenti minori degli oli trovati sono: elemq|2.0 % SFE, 7.5 % HD), spatulenolo
(6.7 % SFE, 4.7 % HDJB-eudesmolo (5.0 % SFE, HD 5.1 #)}udesmolo (4.7 % SFE,
6.4 % HD) e squalene (4.8 % SFE).

L'estratto a 250 bar, con una resa di estraziometde%, & caratterizzato dallo
squalene che rappresenta il 49.7% del totale endanotevole quantita di sostanze
volatili (sesquiterpeni ossigenati) non completataesstratta a 90 bar.

In linea con le aspettative, I'olio essenzialeratte daS. yemenensigresenta una
composizione estremamente differente da quellinatteda altre specie dbtachys
[133,134]; i composti che caratterizzano I'olicsdiyemenensgno assenti o presenti in

piccolissime quantita negli oli di alt8tachys .
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I Compound HD SFE 90 bar SFE 230 bar

938 a-Pinene* 4.6 2.4 0.3
977 Sabinene® 0.2 0.2 tr
980 f-Pinene” 0.1 tr -
992 Myrcene 28 [.8 ir
1006 a-Phellandrene® 20.7 139 1.7
1027 o-Cymene 8.5 33 0.6
1032 B-Phellandrens 16.8 11,7 1.5
1090 Terpinolens® .1 tr -
L 100 Linalool® 0.1 ir -
1302 Carvacrol® 0.2 tr ir
1339 i-Elemene tr 0.2 tr
1392 f-Elemene 0.4 0.6 ir
1409 e-Gurjunene® 0.3 0.5 ir
1419 f-Caryophyllene® 0.4 0.5 ir
1434 y-Elemene ir ir -
1439 Aromadendrens® 0.2 0.2 ir
1451 cis-Muurola-3,5-diene 0.1 - -
1454 e-Humulene® 0.3 0.3 ir
L461 Allo-aromadendrene 0.1 0.2 tr
1474 trans-Cadina-1(6).4-diene 0.2 S —
1477 y-Muurolene 0.2 ir tr
L4581 Germacrene D 0.2 0.2 tr
1485 f-Selinene 0.4 0.4 tr
1491 trans-Muurola-4( 14), 5-diene 0.2 ir -
1496 Bicyclogermacrene 34 4.3 1.1
1499 a-Muurokne 0.6 0.3 tr
1503 Premnaspirodiene 0.2 0.3 tr
1514 y-Cadinene 0.6 1.3 0.5
1524 d-Cadinene 34 1.2 tr
1 550 Elemol 7.5 12.0 59
1557 Germacreng B 0.6 0.7 ir
| 566 Spathulenol 4.7 6.7 3.3
1 590 Viridilflorol 0.4 0.4 tr
1618 10-epi-y-Eudesmol 0.3 - -
1631 y¥-Eudesmol 32 1.7 .6
1638 Hinesaol 0.5 0.7 04
| 642 a-Muuroiol 1.4 0.4 ir
1650 f-Eudesmol 5.1 50 5.1
1653 er-Eudesmol 6.4 4.7 5.2
| 668 Bulnesol 0.8 31 38
1689 Shyobunol 1.5 6.0 6.2
1736 Oplopanone - 0.3 0.5
| 808 Cryptomenidiol - Ir 0.8
2269 Tricosane” tr 0.5 0.6
2500 Pentacosane® — 0.6 l.6
2700 Heptacosane™ - ir 0.7
2850 Squalene® = 4.9 49.7
Y% 0.8 0.9 4.4

MNotes: fg, GC retention indices relative to CoCss m-alkanes on the HP-5 column;
tr, traces<0.1%; and Y%, percentage of yield. "Peaks identified by comparison with
respective pure standards.

Tabella 40.Rese di estrazione percentuali (Y%), Indici démitione (%) e aree cromatografiche
percentuali dei principali composti identificatigtieestratti diS. yemenensis.
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Per quanto riguarda l'attivita biologica antimidra i risultati sulla valutazione della
concentrazione minima inibente (MIC) di entrambampioni HD e SFE, ottenuta con il
metodo della microdiluizione sono riportati nel&bella 41. In particolare, i valori di
MIC mostrati contro il ceppde. coli ATCC sono stati 0.15 % (v/v) e 0.3 % (V/v),
rispettivamenteS. aureusATCC ha mostrato sensibilita diverse per gli dstidD e
SFE: i valori di MIC sono stati 0.6 % (v/v) per SEE 2.5 % (v/v) per HD. | valori di
MIC trovati nei confronti dei ceppi di Candida sostati > 2.5 % (v/v), con I'eccezione
di C. glabratg per il quale il MIC nell'olio SFE e stato del 2& (v/v). Concludendo,
l'estratto SFE a 90 bar ottenuto dalle foglieSdiyemenensisa mostrato una buona
attivita antimicrobica contro i ceppi dt. coli e S. aureus sarebbe interessante

approfondire la ricerca testando la sua attivitatio altri batteri Gram-positivi e

negativi.
HD SFE 90 bar
Strains MIC% (v/v) MCC% (v/v) MICY% (v/v) MCC% (v/v)
5. aureus ATCC =2.5 =25 0.6 2.5
E. coli ATCC 0.15 =2.5 0.3 =2.5
C. alhicans =2.5 =2.5 =2.5 =2.5
C. glabrara =2.5 =25 25 =2.5

Tabella 41.Attivita biologica degli estratti db. yemenensis
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Conclusioni

Il lavoro di ricerca durante tutto il periodo debttbrato e stato principalmente
finalizzato all'estrazione dei metaboliti secondda piante endemiche della Sardegna e
da altre piante di potenziale interesse farmaceuticilmente coltivabili nel nostro

clima.

Questo lavoro trova gran parte della sua motivaziogalla tematica della ricerca
portata avanti, fortemente legata allo sviluppguticessi ed applicazioni nell'ambito
della green chemistry, che attualmente riveste aute finteresse anche per l'industria
farmaco-cosmetico ed alimentare. Altra considerszionportante € che la Sardegna,
possiede un patrimonio di biodiversita vegetalecanin ambito europeo, ma
sicuramente non sufficientemente studiato neltattdella sua valorizzazione come

potenziale fonte di “molecole bioattive”.

L’attenzione é stata rivolta, oltre che sull’'ottenézione del processo di estrazione e
la caratterizzazione chimica degli estratti, anslodlo studio dell'attivita biologica,
utilizzando sia modeliin vivo chein vitro. In particolare i test hanno riguardato I'attivita

antiossidante, antinfiammatoria ed antimicrobica.

| risultati finora ottenuti sulle 18 differenti miati vegetali studiate sono da
considerarsi positivi ed incoraggianti, sia pemleove conoscenze prodotte in campo

scientifico, ma ancor piu per le possibili appliceiz in campo terapeutico e alimentare.
In conclusione, sulla base dei risultati otten&fpossibile affermare che:

» La maggior parte degli estratti ottenuti ha mostrata buona attivita biologicga
vitro; in particolare gli oli essenziali ottenuti détex agnus-castusSatureja
thymbra e Thymus capitatuper i quali € possile ipotizzarne il futuro uso in
campo terapeutico e alimentare. E da sottolindagerel caso del confronto delle

stesse specie vegetali provenienti da differergspali oli essenziali ottenuti da
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piante raccolte in Sardegna hanno generalmente stiato di possedere una
maggiore attivita biologica, come nel caso d€lidamintha nepeta

| positivi risultati ottenuti nei primi tesin vivo sugli oli essenziali dMyrtus

communisper quanto riguarda l'attivitd antinflammatoriadiePistacia lentiscus
come protettivo antiossidante, fanno ben speraneuovi scenari di utilizzo in
campo terapeutico per gli oli essenziali e richremoaun futuro sviluppo e

approfondimento della sperimentazione.

L'uso di tecnologie di estrazionpulite” e facilmente modulabili, come la
SC-CQ a media/alta pressione nel caso d&idvia desolean@ del germe di
grano, ha permesso di ottenere estratti arricakeii composti d’interesse e
totalmente esenti da tracce di solvente indesidepar I'utilizzo in campo

farmaceutico, cosmetico ed alimentare.

L'utilizzo della tecnologia di estrazione con g®upercritico ha permesso di
ottenere oli essenziali mediamente di qualita saperispetto a quelli ottenuti
con la tradizionale idrodistillazione in quantodtudi basse temperature 'assenza

di acqua evitano i processi di degradazione efortaazione di artefatti.
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