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Fitoderiva*:	le	fon*	alterna*ve.		
Filiere	locali,	economia	circolare,	nuove	tecnologie:	percorsi	innova*vi	per	la	produzione	di	estra9	vegetali.	

		
Workshop	promosso	da	Innovazione	in	Botanicals/CEC	Editore.		

La	riscoperta	dell'Officina:	l'a9vità	di	ricerca	sulle	Piante	Officinali			
dell'Is*tuto	per	i	Sistemi	Biologici	del	CNR	

	
Dr.	Francesca	Mariani	

	
IsBtuto	per	i	Sistemi	Biologici-CNR	

Area	della	Ricerca	Roma1	
MontelibreK	(RM)	



Le	Piante	Medicinali	possono	essere	studiate	da	mol*	angoli	visuali			
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L’Is*tuto	per	i	Sistemi		
Biologici	ne	studia	
gli	usi	terapeu*ci	



Creazione	di	un	“Orto	dei	Semplici”-Is*tuto	Sistemi	Biologici	

Collezione	di	più	di	100	specie	di	
Piante	Medicinali,	raccolte	nel	

periodo	balsamico,	quando	sono	
più	ricche	di	Principi	AKvi.		

	
ParBcolare	cura	viene	prestata	alle	
condizioni	di	crescita	delle	piante	

selvaBche	della	tradizione	
Mediterranea,	e	la	gesBone	della	
domesBcazione	viene	ridoRa	al	
minimo	per	simulare	al	meglio	le	
condizioni	degli	habitat	originari.	

	
Orto	selvaBco	per	le	specie		

FITOALIMURGICHE	







The	noBon	of	hormesis	refers	to	the	non-linear	rela*onship	
between	the	dose	and	the	effect:	a	substance	that	is	toxic	
at	high	doses	might	be	healthy	at	lower	ones.	From	a	

nutriBonal	viewpoint,	the	“hormeBc	zone”	is	the	opBmal	
dose	range	between	ineffecBve	and	toxic.	



AromaBche	
Alimurgiche	
Tintorie	
	
Piante:	
Spontanee 	 		in	situ	
Raccolte 	 		ex	situ	
Seminate	
	
AKvità:	
	
•  Conservazione	del	germoplasma	
•  Raccolta	nel	periodo	balsamico	
•  Preparazione	estraK	
	

L’ISB	partecipa	al	ProgeQo	Biomemory	CNR	e	cura	una	collezione	di	102	specie	medicinali	

Allium	ursinum	

Allium	ampeloprasum	

Allium	nevskianum	

Plantago	coronopus	

Centaurium	erythrae	

Hypericum	perforatum	

Geranium	sanguineum	

Glechoma	hederacea	Silene	dioica	Daucus	carota	 Allium	roseum		 Allium	carinatum	 Allium	sphaerocephalon	

Allium	flavum	

Allium	vineale	

Campanula	rapunculus	



Piante	Medicinali	Aroma*che_	L.	angus)folia	
ParB	della	pianta	con	proprietà	fitoterapiche	(fiori),		
raccolte	nel	periodo	balsamico	(fine	dell’estate)	

Essiccazione	e	
	frantumazione	

Sminuzzamento	in	N2	liquido	
e	determinazione	del	peso	

Macerazione	in	Solvente	idro-alcolico	
per	preparare	EstraRo			

DisBllazione	in	corrente	di	vapore	
per	estrarre	l’Olio	Essenziale	(OE)	

Preparazione	di	Estra9	alcolici	e	Olii	Essenziali	



Introduzione	della	miscela	 Introduzione	graduale	
della	fase	mobile	

Recupero	singole	sostanze	
in	frazioni	diverse	

Iden*fichiamo	le	sostanze	contenute	in	un	estraQo	

La	 CROMATOGRAFIA	 è	 una	 tecnica	 che	 permeRe	 la	
separazione	 delle	 sostanze	 contenute	 in	 una	 miscela	 in	
seguito	alla	loro	distribuzione	tra	due	fasi,	una	solida	(fase	
stazionaria)	 e	 una	 liquida	 in	 movimento	 lungo	 una	
direzione	definita	(fase	mobile)	



Gli	stessi	principi	che	separano	le	sostanze	nella	colonna	di	vetro	vengono	applicaB	
in	apparecchiature	più	sofisBcate,	in	grado	di	lavorare	anche	su	quanBtà	molto	
piccole	(UHPLC)	
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1. Acido gallico, 2. Acido 3,4-diidrossibenzoico, 3. Acido caftarico, 4. Acido 4-idrossibenzoico, 
5. Catechina, 6. Acido 3-idrossibenzoico, 7. Acido caffeico, 8. Epicatechina,  
9. Delfinidina-3 glucoside, 10. Acido cumarico, 11. Cianidina-3-glucoside,  
12. Pelargonidina-3-glucoside, 13. Acido sinapico, 14. Peonidina-3-glucoside, 15. trans-Piceide,  
16. Malvidina-3-glucoside, 17. Naringenina-7-glucoside, 18. Rutina, 19. Quercitina-3-glucoside,  
20. Miricetina, 21. Kamferolo-3-glucoside, 22. trans-Resveratrolo, 23. Quercitina,  
24. Naringenina, 25. kamferolo 

Nel	cromatogramma	ogni	segnale	corrisponde	ad	una	sostanza	



Laboratorio	di	Risonanza	Magne*ca	“Annalaura	Segre”,	ISB	

•  SpeRrometro	Bruker	AVANCE	III	HD		600		
•  Frequenza:	600	MHz	(B0=14.1	T)	
•  Campioni	liquidi,	semi-solidi	(HR-MAS)	

Strumentazione	

Applicazioni	
•  La	Risonanza	magneBca	è	un	metodo	analiBco	avanzato	che	è	in	grado	

di	idenBficare	la	struRura	e	la	composizione	molecolare	di	metaboliB	
nelle	matrici	biologiche	(vegetali).	

•  UBle	sia	per	composB	isolaB,	che	per	lo	studio	di	miscele	complesse,	
senza	separazione	fisica	dei	componenB	

•  Può	essere	applicata	per	lo	studio	di	estraK	vegetali	di	diversa	polarità	
(metaboliB	idrosolubili,	idrofobi	(liposolubili),	olii	essenziali,	ecc.)	

			



Estrazioni	non	specifiche	

Metaboli*	idrosolubili	
Amino	acidi	liberi,	
Acidi	organici,	
Zuccheri,	

Polifenoli,	Vitamina	C	

Metaboli*	liposolubili:	
Un	profilo	di	acidi	grassi,	

Steroli,	
Fosfolipidi,	

Tri-	e	digliceridi,	
Terpeni,	

Carotenolidi	

Estrazioni/metaboli*	target	

Esempi	di	classi	di	compos*	studia*	con	NMR		

GlucosinolaB,		
Antocianine,	Flavonoidi,	
Sesquiterpeni	laRoni,	

Terpeni	



Analisi	delle	proprietà	an*microbiche	e	immunoadiuvan*	delle	Piante	Aroma*che	Medicinali	(PAM)	
	

L’Is*tuto	per	i	Sistemi	Biologici	dispone		di	una	BIO	Banca	di	200	estraK	di	PAM	
	
	
				L’ISB	studia	l’a9vità		
	
	
	
	
	
	
				degli	estra9	vegetali			su	:	
	

anBbaRerica	 anBtumorale	 Immunomodulante	
(macrofago	aKvato)	

anBmicrobica	

BaReri	su	
piastra	

Cellule	tumorali	 Macrofagi	umani	 Cellule	vegetali	

Lavandula	angusBfolia	 Cinnamomum	zeylanicum	 Rosmarinus	officinalis	 Cannabis	saBva		

Alcune	delle	piante	studiate		

BaQeri		bersaglio	

√	
	

Staphylococcus	aureus	 Pseudomonas	aeruginosa	Staphylococcus	epidermidis	 Porphyromonas	gingivalis	



Il	vantaggio	dell’uBlizzo	di	Olii	Essenziali	per	debellare	le	infezioni	
baReriche	sta	proprio	nella	loro	complessa	composizione,	che	non	
permeQe	ai	baQeri	patogeni	di	sviluppare	resistenze,	come	nel	caso	
degli	An*bio*ci	convenzionali,		cosBtuiB	prevalentemente	da	una	
singola	molecola.			

																				Diametro	area	di	inibizione	della	crescita		
																				BaQeri	Sensibili					>>			BaQeri	Resisten*	

DischeRo	carta	filtro		

Area	inibizione	crescita	baRerica	

Diametro	area	inibizione	

Olio	essenziale	

Tappeto	
crescita		
baReri	

Nessuna	
crescita		
baReri	

	>>		

Sensibili					vs						Resisten*	

Maggiore	è	il	potere	anBbaRerico	di	un	OE	e	
maggiore	sarà	il	diametro	di	inibizione	della		
crescita	su	una	piastra	con	terreno	solido	

Olii	Essenziali	vs	An*bio*ci	





European	Centre	for	Disease	Preven*on	and	Control_An	agency	of	the	European	Union	

S.aureus_Gram	posi*ve	 P.aeruginosa_Gram	nega*ve	

25-50%	 10-35%	



G.	h.	 C.	a.	 S.	v.	

S.	l.	 S.	o.	 D.	e.		

Un	caso	studio.	
Analisi	delle	proprietà	iniben*	sulla	crescita	e	sulla	formazione	del		biofilm	baQerico	di	
S.aureus		ATCC	25923	degli	estra9	di	sei	specie	di	piante	fitoalimurgiche	e	composizione	

metabolica	degli	estra9		
	



U
ntreated	

Extract		#1	

Extract		#2	

Extract		#3	

Crystal	Violet	staining	of	bacterial	mature	biofilm	

Nosocomial	catheters-associated	
infec*ons	



An*-biofilm	ac*vity	Piastra	96	hr	
(ulBme	24	hr	+	estraK	in	MH)	

High	
	

Low	

Low																																																				High	

[Extract]	

Biofilm	disrupBon	

100	ul	PBS	
	
200	ul	MH	

S.aureus Biofilm
 96 hr in MH
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Minimal	Inhibi*ng	Concentra*on	(MIC)	and	Minimal	Bactericidal	Concentra*on	(MBC)	

t1				MIC	 t2				MBC	



Mature	
biofilms
S.aureus

MIC MBC MIC MBC MBIC
96	h

Plant	Species Extract
S.	a. C51 >4,5<5 5 >4,5<5 5 nd

C72 >4,5<5 5 >4,5<5 5 0,25
C215 >20 >20 >20 >20 nd
B216 >20 >20 >20 >20 nd

S.	o. C64 >8<9 9 9 10 0,25
C56 >20 >20 >20 >20 0,25

G.	h. C43 <10 10 <10 10 0,25

C.	a. C210 5 10 20 >20 nd
C206 2 20 20 >20 0,5
C133 >20 >20 >20 >20 0,25
C46 >20 >20 >20 >20

S.	v. C73 15 20 15 20 0,25
C49 20 >20 20 >20 0,25

D.	e. C171 >20 >20 >20 >20 0,25

[mg/ml] [mg/ml]

Planktonic	bacteria

S.aureus MRSA

MIC	
MBC	

Ordine		
decrescente		
proprietà		
an*microbiche	
	



AnBadesività		

S.	aureus	
ATCC	25923	

MRSA	
ATCC	33591	

G.h.	 S.a.	 S.	o.	 Solvente		

S.	aureus	
ATCC	25923	

MRSA	
ATCC	33591	

					Et-OH	60%																						G.	h.																															S.	a.																														S.	o.	

1/125	MIC	

Acquisizione	con	Paint	3D,	stessa	area	della	piastra,		
(1053	x	840	px)	



Folin-Ciocalteau
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FRAP

An
tio

xid
an

t a
ct

iv
ity

 (
µ

m
ol

 T
E/

g)

Anti
micr

ob
ial

NON A
nti

micr
ob

ial
0

20

40

60

80 ***

(Mann Whitney test, *** p=0.0005)

p	value	
	
StaBsBcal		
significance	

Se	tolgo	C49	e	C46:	Folin,p>0.05,	DPPH,	****p<0.0001,	TEAC,	****p<0.0001,	FRAP,	****p<0.0001	

Proprietà	an*ossidan*	



Ordine	decrescente		
proprietà	an*microbiche	
	

	

S.	a.>		

S.	o.-	G.	h.	>		

C.	a.	>			

S.	v.	>		

S.	v.	(C49)	

	

	

Estra9	no	MIC-MBC	

C.	a.	(C46)	

C.	a.	(C133)	

S.	o.	(C56)	

D.	e.	(C171)	

	

Biofilm								MIC								MBC									Disk		diff.								AnBadhesivity							IP																TEAC							DPPH								FRAP	
ReducBon	

Bioprospec*ng	



Linea	di	ricerca	sulle	Piante	Medicinali	



We	sBll	know	too	liRle	about	them	
…but	what	we	do	know	makes	persistent		
invesBgaBon	worthwhile	



submiRed	



Proge9	in	corso	
	
Olea	europeae	nano-formulated	leaves	extracts		
anBmicrobial	properBes		
	
Resveratrol	anB-biofilm	acBvity	(“Liposomes	as	drug	delivery		
systems	of	anBmicrobial	biomolecules	obtained		
from	F&V	co-products”.	)	
	
	
Six	wild	edible	plants	anBmicrobial	and		
anBoxidant	properBes	
	
	
Cannabis	sa)va	(EOs	and	Idro-alcoholic	extracts)		
anBmicrobial	properBes	



Orto	

Analisi		
metabolica	

UHPLC	

NMR	

GC-MS	 Estra9	

OE	

Alcolici	

Acquosi	

Raccolta	semi	

Biodiversità	
Specie	selvaBche	

Collezioni	in	rete	

Formulazioni	

Analisi		
trascriQoma	

BaReri	 AnBadesività-Danni	parete	cellulare	

Analisi		
biologica	

Virus	Cellule		
umane	

MIC-MBC	

Biofilm	

AKvità	baRericida	

Risposta	infiammatoria	

Regolazione	Fe	II	
Analisi		trascriRoma	



francesca.mariani@cnr.it	
hRp://www.isb.cnr.it/		

F.	Mariani	 Z.	Aturki	 G.	Cappelli	 E.	Dona*	 G.	D’Orazio	 I.	Nicole9	 A.	Sobolev	 G.	Testone	

G.	Mancini	


