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-DITORIAL

Elena Sgaravatti
elenasgaravatti@plantareibiotech.it

Verso un futuro
sostenibile
attraverso le
biotecnologie

Biosoluzioni, una parola che ci auguriamo di sentire
sempre piu spesso, che si riferisce a prodotti generati in
alternativa ai metodi convenzionali, sfruttando il poten-
ziale di enzimi, microorganismi, colture cellulari e altri
mezzi biologici.

Esse rappresentano innovazioni tecnologiche sostenibili
e all'avanguardia impiegabili in vari settori, come agri-
coltura, industria e ambiente.

L'augurio & che diventino sempre piu popolari poiché
potranno contribuire significativamente a ridurre I'im-
patto ambientale, in linea con la conservazione della

biodiversita e il ripristino degli ecosistemi, rappresen-

tando un fattore chiave della transizione verde,
che favorisce la resilienza climatica delle nostre
comunita.

In tale panorama, I'adesione dell'ltalia alla Eu-
ropean Biosolution Coalition, annunciata lo
scorso 8 novembre da Assobiotec in occasione
dell'evento “European partnerships for a sustai-
nable development” tenutosi ad Ecomondo,
rappresenta un passo significativo verso la pro-
mozione e I'implementazione delle biosoluzioni
in campo agricolo e industriale.

La coalizione, istituita il 26 ottobre a Bruxelles,
mira a identificare e superare gli ostacoli nor-
mativi che ostacolano lo sviluppo e la diffusio-
ne delle biosoluzioni in Europa che non sono
affatto irrilevanti, a cominciare dai tempi di ap-
provazione di una nuova biosoluzione: in media
5-10 anni in Europa verso i 2-3 di Stati Uniti, Cina,
Australia, Brasile, India, Nuova Zelanda, Kenya e
Sud Africa.

Tempi troppo lunghi per una ricerca che corre
fortunatamente sempre piu veloce, ma soprat-
tutto incompatibili per un contesto ambientale
che richiede risposte urgenti.

E se volgiamo lo sguardo all'ltalia il peso di que-
sti ritardi — basti pensare ai novel food di bota-
nicals — impatta in una significativa perdita di
competitivita costituendo un ostacolo alla valo-
rizzazione di una condizione di primo piano del
Paese nel contesto europeo: Fabio Fava, figura
piu che autorevole di riferimento internaziona-
le per la bioeconomia, relatore ad Ecomondo
all'evento di cui sopra, citava quanto fosse di
rilievo la posizione italiana per la sua capacita
di ricerca e innovazione nella bioeconomia, po-
sizionandosi seconda solo alla Spagna e davan-
ti a Germania e Francia in termini di partecipa-

zione a progetti finanziati dalla Commissione



europea nei programmi Horizon dal 2014, con
eccellenze nei bio-based sectors, anche grazie
a prodotti biodegradabili e compostabili e con
una riconosciuta leadership in biodiversita.

Ma sono anche le barriere culturali a tutti i livelli
del processo, dalla ricerca al consumatore, che
rappresentano oggi un freno significativo allo
sviluppo delle biotecnologie a livello comuni-
tario e nazionale. E quindi necessario e crucia-
le adottare un approccio integrato che unisca
le forze e le innovazioni provenienti da tutti gli
ambiti/colori delle biotecnologie e della bioeco-
nomia. Questo significa non solo lavorare all'in-
terno dei singoli settori ma anche promuovere
un dialogo tra settori che fino ad oggi hanno
lavorato in scomparti separati, che possa faci-
litare una collaborazione attiva tra di loro, allo
scopo di creare soluzioni innovative e multidi-
sciplinari che siano al tempo stesso efficienti ed
ecologicamente sostenibili. Per giungere poi
fino al cittadino, con un’informazione accessibi-
le e lontana da posizioni divisive o preconcet-
te, promuovendo campagne di comunicazione
equilibrate e appropriate, a cominciare dal les-
sico adottato, e inclusive, capaci di veicolare an-
che al cittadino una narrazione corretta.

E proprio perché si trattera di superare anche
barriere culturali, sara cruciale il contributo
delle giovani generazioni, piu sensibili al tema
ambientale e piu inclini ad adottare modelli di
economia circolare: piu di altri, potranno cata-
lizzare il cambiamento culturale necessario per
accelerare la transizione verde per un futuro
migliore, piu sostenibile e resiliente. E cosi € da
loro che ci auguriamo e che ci aspettiamo, che
la parola “biosoluzione” — o forse meglio in in-
glese biosolution — diventi presto nota e adotta-

ta con slancio al punto da diventare “cool”.

COMITATO
SCIENTIFICO

Barbara Baldan « Professore ordinario, Botanica
Generale, Dipartimento di Biologia Universita di
Padova

Selene Baschieri « Ricercatrice ENEA,
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Editore
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Demetrio Benelli

demetrio.benelli@gmail.com

Gli oli essenziali sono fitoderivati piuttosto “selvaggi” : co-
stituiti da centinaia di sostanze, infinitamente variabili,
spesso fin troppo attivi. Il loro impiego con metodi tradizio-
nali & consolidato, ma molto interessante € vedere come
possano entrare in processi tecnologicamente avanzati. Lo
studio oggetto del primo articolo, coordinato da Claudia
Carbone, descrive la creazione di nanoparticelle lipidiche
per la somministrazione intranasale di O.E., quali potenziali
coadiuvanti nel trattamento di malattie neurodegenerati-
ve. Ci arriva dall’'Universita di Catania e per la realizzazione
del lavoro sono stati utilizzati oli essenziali prodotti sul terri-
torio. Chissa se in seguito sara possibile approfondire quale
importanza puo rivestire nei risultati ottenuti il profilo spe-
cifico degli oli utilizzati e studiare anche gli effetti legati
alla loro varibilita. Sarebbe un importante avanzamento
per la caratterizzazione di questo prezioso patrimonio della
biodiversita del nostro Sud.

Quali vantaggi puo portare l'estrazione di una miscela

di piu piante diverse, rispetto alla miscelazione di diversi

singoli estratti? E questa l'idea di fondo del secon-
do articolo, curato da Daniele Naviglio, che parte dal
confronto di diversi metodi di estrazione per arrivare
a porre le condizioni piu efficaci per determinare van-
taggi e svantaggi di questi due percorsi produttivi —
quello appunto di miscelare piu materie prime in una
unica estrazione, rispetto alla miscelazione finale di
singoli estratti.

Uno scenario nuovo — molto stimolante — in tema di
condivisione delle risorse genetiche e delle conoscen-
ze scientifiche ad esse legate € quello che si apre con
il nuovo trattato per la protezione della biodiversita
marina nelle aree al di la della giurisdizione naziona-
le. Lo analizza, con la consueta competenza, Valentina
Veneroso, nel suo spazio di approfondimento su ABS e
diritti di proprieta intellettuale. Gli oceani, in gran par-
te, Nnon sono soggetti a nessuna nazione e le loro ri-
sorse appartengono in teoria a tutta 'umanita. Si apre
una visione differente rispetto a quella alla base della
regolamentazione internazionale che conosciamo per
quanto riguarda le risorse genetiche provenienti da
specie botaniche terrestri, la cui proprieta € ascritta di
principio agli Stati. Una visione nuova che pud porta-
re a nuove procedure, innovative e forse piu agevoli,
anche “sulla terra”. Il percorso di Enrica Roccotiello at-
traverso il “vertical farming” ci porta invece nello spa-
zio, e ci racconta, vivacemente come sempre, come
una tecnologia che doveva servire a coltivare piante
alimentari nelle missioni astronautiche sia vista oggi
come l'alternativa del futuro all'agricoltura in campo.
Un movimento che si & diffuso in tutti i Paesi industria-
lizzati sostiene i vantaggi di queste tecniche colturali:
la riduzione del consumo di suolo e di acqua, la possi-
bilita di riportare la produzione alimentare all'interno
delle aree urbane, riducendo l'impatto economico ed
ecologico dei trasporti. Ma il bilancio, soprattutto ener-
getico, non & ancora tutto in positivo.
Delrapportotrafiliereagricoletradizionalieintegrazio-
nedinuove colture perla produzionediingredientifun-
zionalisioccupaladettagliataillustrazionedel progetto
CARINA, che intende valutare e sostenere l'inserimen-
to di due piante nuove, Camelina e Carinata, nei pro-
cessi produttivi dell’'agricoltura della Pianura Padana.
Una sfida importante, soprattutto di metodo, che,
insieme ai diversi altri contributi su nuovi prodotti e
ingredienti che pubblichiamo su questo numero, ci
da ancora una volta la misura del ruolo decisivo delle

imprese nell'innovazione del comparto.
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Claudia Carbone

Claudia Carbone é Professore Associato presso il Dipartimento di Scienze del Farmaco e della Salute
dell’'Universita di Catania. E docente di Laboratorio Galenico nel corso integrato Tecnologia Farmaceutica
e Laboratorio Galenico A-L, corso di laurea in Farmacia. E titolare, inoltre, dell'insegnamento di Tecnologia
Farmaceutica nel corso di laurea in Biotecnologie. La Prof. Carbone & direttore del Centro di Ricerca in
Nanomedicina e Nanotecnologia Farmaceutica (NANOMED) e membro del Centro interdipartimentale
di Ricerca in Nutraceutica e Prodotti Salutistici (CERNUT). La sua ricerca si concentra sulla veicolazione
di sostanze attive, sia naturali che di sintesi, mediante sistemi avanzati di somministrazione di farmaci,
per superare le barriere biologiche (pelle, occhi, cervello, etc). Nellambito della sua attivita di ricerca
conto terzi ha collaborato con diverse aziende quali SIFI, Sintetica, SerTecAv. E autrice di 89 pubblicazioni
scientifiche e 6 capitoli di libri. Parametri Scopus: h-index & 33, numero di citazioni 3273 (ultimo
aggiornamento 29.01.2024).

Valerio Mezzasalma

Valerio Mezzasalma in FEM2-Ambiente ricopre il ruolo di responsabile scientifico con ['obiettivo
di coordinare le attivita scientifiche alla base dei servizi offerti, dei progetti ideati e partecipati, e del
comparto R&D sempre pronto ad accogliere nuove sfide, ma anche a lanciarne di nuove. Inoltre, € grazie
alla costante comunicazione con i clienti, con i partner di progetto e con le universita e i centri di ricerca
che ha la possibilita di avvicinarsi alle richieste ed esigenze di mercato, e di essere sempre aggiornato
sulle ultime novita in materia di innovazione e opportunita.

Daniele Naviglio

Laureato in Chimica nel 1993, presso I'Universita degli Studi di Napoli Federico I, lavora attualmente
presso il Dipartimento di Scienze Chimiche della stessa Universita in qualita di Professore Associato nel
settore scientifico disciplinare della Chimica Analitica. Svolge la sua attivita di ricerca nel settore dei grassi
e degli oli alimentari e si interessa in particolar modo della messa a punto di metodiche analitiche per il
controllo della genuinita e la caratterizzazione dei prodotti alimentari a composizione prevalentemente
trigliceridica. Daniele Naviglio €, inoltre, titolare del brevetto di invenzione industriale dal titolo “Estrattore
rapido solido-liquido dinamico operante ad alte pressioni e basse temperature per l'ottenimento, in
tempi ridotti, di soluzioni contenenti sostanze inizialmente presenti in matrici solide” e registrato come
Naviglio Estrattore®. E autore e/o co-autore di circa 160 pubblicazioni tra internazionali e nazionali.

Enrica Roccotiello

Enrica Roccotiello & ricercatrice in Botanica Ambientale e Applicata presso il Dipartimento di Scienze
della Terra, dellAmbiente e della Vita (DISTAV) dell’'Universita degli Studi di Genova. E docente nel
corso di laurea magistrale in Conservazione e Gestione della Natura e nel corso di laurea in Architettura
del Paesaggio Sostenibile. | principali ambiti di ricerca riguardano i meccanismi di tolleranza (da
phytoremediation o eduli), la bonifica di inquinanti mediante tecniche ecosostenibili di bioremediation
integrata, la biodiversita di habitat estremi, la risposta delle piante agli stress abiotici nell'ecosistema
urbano e l'impiego della componente vegetale nelle Nature-Based Solutions. E autrice di numerose
pubblicazioni nazionali e internazionali.

Valentina Veneroso

Valentina Veneroso, avvocato, specializzata in diritto dell'ambiente, con un'esperienza consolidata nella
materia dell’Access and Benefit Sharing. E stata docente presso la Facolta di Biotecnologie dell'Universita
di Siena, dove ha insegnato Diritto in Biotecnologie. Ha collaborato con il Ministero dellAmbiente
fornendo assistenza alla Direzione competente nelle attivita finalizzate alla ratifica e all'implementazione
del Protocollo di Nagoya a livello nazionale e a livello europeo nella scrittura del Regolamento ABS e atti
derivati, partecipando nella qualita di esperto ai relativi lavori in Commissione UE. Durante il semestre di
Presidenza Italiana del Consiglio UE (2014) ha fatto parte del team della Presidenza per il coordinamento
europeo partecipando al primo Meeting delle Parti del Protocollo di Nagoya. E autrice di articoli e
pubblicazioni, nonché relatrice in corsi e convegni sull'argomento presso enti di ricerca e universita italiani.
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ARTICOLI

OLI ESSENZIALI
IN NANOPARTICELLE
LIPIDICHE

Potenziale strategia coadiuvante nel trattamento
delle malattie neurodegenerative per via intranasale

C. Carbone'?, T. Musumeci'?, B. Tomasello', D. Manno?, A. Bonaccorso'?, A. Serra?, R. Pignatello?
'Dipartimento di Scienze del Farmaco e della Salute, Universita di Catania

’NANOMED, Centro di ricerca in Nanomedicina e Nanotecnologia Farmaceutica, Universita di Catania

4(1) * 2024

3Dipartimento di Matematica e Fisica, Universita del Salento, Lecce

Negli ultimi anni si & diffuso un cre-
scente interesse per le medicine
complementari e alternative (CAM),
grazie alle proprieta antiossidante,
antinfiammatoria, antimicrobica, ci-
catrizzante e ansiolitica dei derivati
vegetali. In particolare, diversi studi
dimostrano il potenziale utilizzo di
oli essenziali (OE) come adiuvanti in
varie malattie, soprattutto quando
incapsulati in sistemi di rilascio ve-
scicolari o nanoparticellari (1-9).

| vantaggi dell'incapsulazione degli
OE sono legati alla possibilita di su-
perare diversi inconvenienti miglio-
randone la stabilita, fornendo un
rilascio controllato e quindi aumen-
tandone la biodisponibilita e l'effi-

cacia. L'uso di OE, come Lavandula

officinalis e Melissa officinalis, per
via inalatoria (aromaterapia) rappre-
senta un approccio complementare
nel trattamento della malattia di Al-
zheimer (AD), poiché il trattamento
con farmaci antipsicotici € limitato
dall'uso a breve termine (massimo 12
settimane) (5).

L'aromaterapia & una pratica conso-
lidata in India dalla tradizione ayuer-
vedica e, dal 2015, & stata ricono-
sciuta nel sistema sanitario indiano.
Sebbene i meccanismi d'azione de-
gli OE non siano ancora stati chiariti,
la loro capacita di legarsi al sistema
nervoso olfattivo € responsabile del-
la trasmissione del segnale ad aree
specifiche del sistema nervoso cen-
trale, quali ippocampo, sistema lim-

bico, amigdala e ipotalamo.

Innovazione in Botanicals
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Sulla base di queste premesse, pres-
so il Laboratorio di Tecnologia Far-
maceutica dell’'Universita degli Studi
di Catania, grazie anche al know-how
del Centro Interdipartimentale di Ri-
cerca in Nanomedicina e Nanotec-
nologia Farmaceutica (NANOMED),
sono state progettate, preparate e
caratterizzate nanoparticelle lipidi-
che (Nanostructured Lipid Carriers,
NLC) per la somministrazione intra-
nasale di OE, quali potenziali coa-
diuvanti nel trattamento di malattie
neurodegenerative (10).

In particolare, sono state preparate
NLC con OE di Rosmarinus officina-
lis L., Lavandula x intermedia “Su-
mian” e Mentha piperita e confron-
tate rispetto a due oli commerciali,
Tegosoft CT e olio di Neem, selezio-
nati rispettivamente come controllo
positivo e negativo.

Gli OE sono stati selezionati per i loro
potenziali effetti benefici riportati
nel trattamento dell’AD: in particola-
re, Lavandula (1) e Rosmarinus (12)
hanno mostrato risultati promettenti
in test comportamentali, dimostran-
do la loro capacita di fornire benefi-
ci nel trattamento della demenza di
Alzheimer indotta da scopolamina.
E stato anche dimostrato che I'OE di
Mentha piperita € in grado di miglio-
rare il processo di memorizzazione,
attraverso la sua capacita di inibire
sia I'acetilcolinesterasi (AChE) sia la
butirrilcolinesterasi (BuChE) in modo
dose-dipendente, suggerendo cosi
un potenziale utilizzo nel trattamen-

to dei disturbi neurodegenerativi (13).

Le NLC sono state preparate me-
diante il metodo Phase Inversion
Temperature (PIT), una tecnica di
preparazione eco-friendly a bassa
energia che consente di ridurre la
concentrazione di tensioattivi ed evi-
tare I'uso di solventi organici (14).
Ogni formulazione era costituita dal-
la miscela di tensioattivi Kolliphor
RH40 (6% p/v) e Labrafil (7,5% p/v),
dal lipide Softisan (10% p/v) e da un li-
pide liquido: Lavandula nella L-NLC;
Mentha nella M-NLC; Rosmarinus
nella R-NLC; Tegosoft CT nella CT-
NLC; olio di Neem nella N-NLC.

Le formulazioni piu promettenti
sono state rivestite con il lipide ca-
tionico DDAB (0,15% p/V): L-NLC+,
R-NLC+ e CT-NLC+.

Tutte le nanoparticelle sono state ca-
ratterizzate in termini di dimensioni
medie (Z-ave), omogeneita (polidi-
spersione, PDI) e potenziale zeta (ZP)
mediante Dynamic Light Scattering
(Zetasizer Nano S90, Malvern Instru-
ments, Malvern, UK), oltre che dal
punto di vista strutturale mediante
analisi morfologica (mediante mi-
croscopio a trasmissione elettronica
TEM HITACHI) e analisi X-ray (Mini-
Flex Rigaku diffractometer).

E stata determinata la quantita di
olio incapsulata (EE%) e rilasciata
nel tempo tramite celle di diffusio-
ne di tipo Franz (LGA, Berkeley, CA,
USA). Le sospensioni colloidali sono
state caratterizzate anche in ter-
mini di stabilita fisica tramite Tur-

biscan® AGS (TAGS, Formulaction,



L'Union, France) e citocompatibilita
in vitro su fibroblasti umani (HFF1)
e murini (NIH 3T3) mediante il sag-
gio con bromuro di 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT
test). Infine, le proprieta mucoadesi-
ve delle NLC sono state determinate
in vitro valutando la loro interazione
con una soluzione di mucina 0,1%
p/V mediante analisi delle variazioni
di potenziale zeta e analisi turbidi-
metrica. | campioni sono stati ana-
lizzati dopo 1e 24 ore di incubazione
a 37 °C.

Tutti i dati sono riportati come valori
medi = DS.

Le differenze, analizzate mediante
t-test, utilizzando Origin Software
(versione 8.5.1), sono state conside-
rate statisticamente significative
per p <0,05. Per gli studi di citocom-
patibilita, le differenze statistiche tra
i trattamenti sono state valutate me-
diante ANOVA a una via seguita dal

test di Bonferroni.
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Risultati e
Discussione
Caratterizzazione
chimico-fisica e
tecnologica delle NLC

Al fine di garantire la sicurezza della
formulazione a livello cellulare, evi-
tando potenziali danni e alterazioni
dovuti alla diffusione dell'acqua at-
traverso le membrane, & importante
che l'osmolalita delle NLC e i valori di
pH siano mantenuti nell'intervallo fi-
siologico (15). Per questo motivo tut-
te le formulazioni sono state prodot-
te con valori di osmolalita compresi
tra 291 e 299 mOsm/kg e valori di pH
fisiologico (pH=7.4). Le NLC prepara-
te con Lavandula, Mentha o Rosma-
rinus (L-NLC, M-NLC, R-NLC) presen-
tavano nanoparticelle di circa 200
nm (Figura 1), piu piccole rispetto a
guelle ottenute utilizzando Tegosoft
CT (CT-NLC) o olio di Neem (N-NLC),
che mostravano anche una maggio-

re eterogeneita (PDI >0,3).
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Figura 1. Dimensione
media delle particelle
(Zave, nm), indice di
polidispersione (PDI)
e potenziale zeta (ZP,
mV) + deviazione
standard (DS) delle
NLC preparate con
Lavandula (L-NLC),
Mentha (M-NLC),
Rosmarinus (R- NLC),
Tegosoft CT (CT-NLC)
e olio di Neem (N-NLC).
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Turbiscan Stability Index (TSI)

Come mostrato in , tutti i
campioni presentavano una carica
negativa di circa -20 mV, tale da sug-
gerire una buona stabilita fisica lega-
ta alle repulsioni elettrostatiche tra le
nanoparticelle. Al fine di approfon-
dire questo aspetto, i campioni sono
stati analizzati mediante la tecnolo-
gia Turbiscan® per 30 giorni a 25 °C,
permettendo, grazie alle variazioni
dei valori di TSI ( ), di indivi-
duare la seguente scala decrescente
di stabilita: L-NLC = R-NLC = N-NLC =
M-NLC >> CT-NLC. E interessante no-
tare la maggiore stabilita delle NLC
preparate con gli OE di Lavandula e
Rosmarinus, rispetto agli altri cam-
pioni, probabilmente a causa della
dimensione media piu piccola e del-
la maggiore omogeneita delle nano-
particelle. Tra tutte le formulazioni
preparate, I'uso dell'olio commercia-
le CT comportava una minore stabili-
ta della sospensione colloidale, come
confermato dalla cinetica di destabi-
lizzazione riportata in ,iN cui

€ evidente I'aumento dei valori di TSI

CT-NLC L-NLC

7 14

Tempo (giorni)

di CT-NLC gia dopo 7 giorni di con-
servazione, correlato all'insorgenza
di significativifenomeni di instabilita
legati sia a migrazione sia ad aggre-
gazione delle particelle.

Attraverso la diffrazione dei raggi X
€ stato possibile misurare l'indice di
cristallinita delle NLC (C), un para-
metro importante che consente di
prevedere i cambiamenti transitori
polimorfici durante la conservazio-
ne (16). | risultati ottenuti ( )
consentono di descrivere la seguen-
te scala decrescente del valore di cri-
stallinita: L-NLC > R-NLC > M-NLC >
N-NLC > CT-NLC. E possibile osserva-
re come I'impiego di OE di Lavandu-
la e Rosmarinus ha portato alla for-
mazione di NLC con i piu alti valori di
cristallinita, mentre le NLC preparate
utilizzando olio di Mentha o Neem
hanno mostrato valori inferiori (17,18).
E possibile che l'elevata quantita di
linalolo presente nella miscela com-
plessa di Lavandula e Rosmarinus
aumenti la stabilita delle NLC, come

riportato in letteratura (3).

R-NLC [ M-NLC [ N-NLC

21 28

Figura 2 . Cinetica

di destabilizzazione
delle NLC analizzate
per 30 giorni a 25 °C
mediante Turbiscan®:
variazioni dei valori
del Turbiscan
Stability Index (TSI).
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Figura 3 « Cri

stallinita (C%) di Tegosoft CT NLC (CT-NLC),

Neem NLC (N-NLC), Mentha NLC (M-NLC), Lavandula NLC
(L-NLC) e Rosmarinus NLC (R-NLC).

E interessante evidenziare che la
scala di cristallinita presenta lo stes-
so ordine della scala di stabilita otte-
nuta dall'analisi Turbiscan®.

L'analisi morfologica dei sistemi ef-
fettuata tramite microscopia TEM ha
evidenziato la formazione di strut-
ture differenti in funzione dell'olio
impiegato. In particolare, CT-NLC
(Figura 4A) presentava una disposi-
zione molto irregolare delle nanopar-
ticelle, con un nucleo oleoso centra-

le. D'altro canto, L-NLC (Figura 4B)

cosi come R-NLC, mostravano una

Articoli | C. Carbone, T. Musumeci, B. Tomasello et al

struttura caratterizzata dalla pre-
senza di molte goccioline oleose di-
sperse nella matrice lipidica solida,
in accordo con i risultati preceden-
ti (19). E possibile che la capacita di
Lavandula e Rosmarinus di creare
imperfezioni nella matrice NLC in-
fluenzi anche la struttura delle na-
noparticelle, migliorandone I'ordine
e, di conseguenza, la stabilita duran-
te la conservazione, probabilmente a
causa della elevata concentrazione
di linalolo presente nella loro com-
posizione (3,8,9).

Tutte le formulazioni erano in grado
di promuovere un rilascio lento con
circa il 20% di OE rilasciato nelle pri-
me 8 ore, e prolungato fino a 24 e 48
ore, in linea con il comportamento
tipico dei sistemi di drug delivery di

natura particellare (20).

Citocompatibilita
Il test MTT & stato eseguito su linee
cellulari di fibroblasti umani (HFFT)

e murini (NIH-3T3), selezionate per

Core
- oleoso
centrale

Goccioline
_ oleose

Figura 4 «

Immagini TEM delle
formulazioni CT-NLC
(A) e L-NLC (B).
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testare la biocompatibilita e la si-
curezza delle nanosospensioni a di-
verse concentrazioni (100, 200, 400
e 500 pg/mL). E interessante nota-
re che NLC di Lavandula (L-NLC) e
NLC di Rosmarinus (R-NLC) hanno
mostrato una buona biocompatibi-
lita a tutte le concentrazioni testa-
te. Questo risultato & confermato
da quanto riportato in letteratura
riguardo all'incapsulazione delllOE
e alla sua capacita di migliorarne la
biocompatibilita su una linea cellula-
re di macrofagi (3). La formulazione
caricata con OE di Mentha (M-NLC)
ha mostrato un effetto dose-dipen-
dente: concentrazioni pari a 100 e
200 pug/mL sono risultate biocompa-
tibili, mentre & stata osservata una
riduzione del 50% nella vitalita dei
fibroblasti quando il trattamento ve-
niva effettuato con concentrazioni
pil elevate (400 e 500 pg/mL). Que-
sto risultato € coerente con ricerche
precedenti, in cui € stato segnalato
che gli OE delle specie Mentha eser-
citano effetti citotossici che possono
essere sfruttati per la loro capacita
di inibire la proliferazione di cellule
tumorali agendo su disfunzioni mi-
tocondriali, processi di induzione di

apoptosi e autofagia (21,22).

Mucoadesione

Sulla base dei risultati ottenuti, La-
vandula e Rosmarinus sono stati
selezionati come OE sicuri e promet-
tentidaincapsulareallinterno di NLC
come potenziale trattamento coa-

diuvante della malattia di Alzheimer,

grazie alla possibilita di ottenere par-
ticelle piccole ed omogenee con una
struttura ordinata correlata alla for-
mazione di goccioline oleose disper-
se nella matrice lipidica. Al fine di
migliorarne le proprieta mucoade-
sive in seguito a somministrazione
nella cavita nasale, le NLC sono state
rivestite con il lipide cationico DDAB,
la cui aggiunta ai sistemi L-NLC+,
R-NLC+ e CT-NLC+ non ha apportato
variazioni significative in termini di
dimensioni delle particelle e omo-
geneita, pur conferendo un valo-
re altamente positivo di potenziale
zeta (intorno a +40 mV). Linfluenza
dello strato cationico sulle proprieta
mucoadesive delle formulazioni ¢
stata confermata dall'laumento del-
la torbidita delle dispersioni NLC+/
mucina, rispetto alla dispersione di
sola mucina. L'aggiunta di CT-NLCH+,
R-NLC+ e L-NLC+ alla mucina deter-
minava inoltre una variazione signi-
ficativa nei valori di ZP, che risultava
essere negativo per la mucina (~-9
mV) e significativamente positivo
(~+20 mV) nel caso delle miscele CT-
NLC+, R-NLC+ e L-NLC+ dopo l'in-
cubazione con mucina. Secondo i
risultati turbidimetrici, l'interazione
era maggiore per NLC+ con OE nel
seguente ordine: L-NLC+ > R-NLC+
> CT-NLC+. Considerati i limiti della
somministrazione intranasale, tra
cui la rapida clearance mucociliare,
con conseguente perdita di efficacia
terapeutica (23,24), le NLC realizzate
nell'ambito di questo studio consen-

tirebbero di prolungare il tempo di



residenza del prodotto nell'area na-
sale, aumentando cosi la biodisponi-

bilita a livello del SNC (24).

Nel loro insieme, i risultati di questo
studio mostrano che I'uso di OE di
Lavandula o Rosmarinus ha con-
sentito la formazione di nanoparti-
celle omogenee e di piccole dimen-
sioni, caratterizzate da una struttura
ordinata e stabile nel tempo, che &
risultata citocompatibile sulle linee
cellulari sia murine sia umane. In
conclusione, questo studio sugge-
risce che le NLC contenenti Lavan-
dula o Rosmarinus possono essere
proposte come potenziale strategia
coadiuvante nel trattamento delle
malattie neurodegenerative attra-
verso la somministrazione intrana-
sale, combinando gli effetti benefici
degli oli essenziali con le proprieta

mucoadesive delle NLC.
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Mix of plants or mix of single plant extract: that's the question! Evaluation
of bioactive principles I-
Comparison between innovative solid-liquid extraction (RSLDE)
and conventional maceration
In the literature there is no answer to the question whether the extract obtained from a
mixture of three plants (1:1:1) is chemically equal to the extract obtained by mixing the ex- e
tracts of the single plant in the same proportions. In some cases it is argued that it is the
same because the extracts are "additive', while in other cases it is argued that they are
not the same because in the extraction of plant mixes there is an improvement in the
extraction because a plant makes a contribution in the extraction of other plants.In this
work, a study on six different species of medicinal plants, particularly characterized by di-
gestive, choleretic and diuretic properties, was carried out: rosemary (Rosmarinus officina-
lis), sage (Salvia officinalis), laurel (Laurus nobilis), gentian (Gentiana lutea), dandelion (Ta-
raxacum officinale) and rhubarb (Rheum palmatum). The roots and aerial parts of plants
were separately extracted with two different techniques — maceration and rapid solid-lig-
uid dynamic extraction (RSLDE) - and the quali/quantitative analysis of active ingredients
have been determined by applying dry residue, Folin-Ciocalteu and DPPH assays. Data
obtained have provided useful answers regarding the efficiency of the extraction carried
out on a mixture or on single plants, allowing us to evaluate the best choice according to
the cases and the final uses.

L]

ABSTRACT

Il termine “officinale” deriva dal latino e comprende tutte le specie vegetali medicinali, aro-
matiche e da profumo, che da tempo costituiscono oggetto di interesse per molteplici scopi:
DARO |_E C H |A\/E salutistico, alimentare, farmacologico, cosmetico ecc. In questo lavoro & stato condotto uno
studio su sei diverse specie di piante officinali, particolarmente caratterizzate da proprieta
digestive, coleretiche e diuretiche: il Rosmarino (Rosmarinus officinalis), Salvia (Salvia offic-
Piante medicinali inalis), Alloro (Laurus nobilis), Genziana (Gentiana lutea), Tarassaco (Taraxacum officinale)

Fitopreparazioni e Rabarbaro (Rheum palmatum). Le radici e le parti aeree delle piante sono state estratte

Derivati naturali

separatamente con due diverse tecniche - macerazione ed estrazione dinamica rapida so-
lido-liquido (RSLDE) - e I'analisi quali/quantitativa dei principi attivi & stata determinata ap-
plicando il dosaggio del residuo secco, Folin-Ciocalteu e DPPH. | dati ottenuti hanno fornito

RSLDE utili risposte riguardo all'efficienza dell'estrazione effettuata su una miscela o su singole
Estrattore Naviglio piante, permettendoci di valutare la scelta migliore a seconda dei casi e degli utilizzi finali.

Fitoderivati
Attivita antiossidante

Estrazione solido-liquido
RIASSUNTO
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EFFICIENZA
DEL RECUPERO

DEI PRINCIPI BIOATTIVI

DELLE PIANTE

Confronto tra estrazione solido-liquido RSLDE

e macerazione

D. Naviglio), M. Trifuoggil, F. Varchettal, A. Perrone), D. Montesano?, M. Gallo3

Dipartimento di Scienze Chimiche, Universita degli Studi di Napoli Federico Il

Introduzione

L'uso delle piante medicinali & molto
antico e, per molti secoli, esse furono
utilizzate come unici rimedi medici
disponibili (1,2). Molte piante posso-
no fornire principi attiviampiamente
utilizzati dall'industria farmaceutica
(cardiotonici, acido salicilico, farma-
ci antitumorali ecc.), contribuendo
al benessere e alla salute umana. Le
piante medicinali sono caratterizza-
te dalla presenza di alcune classi di
sostanze, come polifenoli, glicosidi
e tannini, che costituiscono un aiu-
to naturale alle malattie. Vediamo
per esempio i polifenoli: in base alla
struttura chimica si dividono in die-
ci o piu gruppi diversi, ma le classi
principali sono gli stilbeni, i ligna-

ni, i flavonoidi e gli acidi fenolici (3).

2Dipartimento di Ricerca e Sviluppo, Erbagil

3Dipartimento di Medicina Molecolare e Biotecnologie Mediche, Universita degli Studi di Napoli Federico |l

naviglio@unina.it

Inoltre, i flavonoidi possono poi es-
sere suddivisi in ulteriori classi, tra le
quali & possibile trovare gli isoflavoni
e gli antociani. Queste sostanze han-
no diverse proprieta: innanzitutto, la
struttura chimica permette loro di
funzionare come molecole antiossi-
danti e quindi di proteggere la pian-
ta dallo stress ossidativo e dai radica-
li liberi. La loro assunzione determina
effetti benefici sulla salute umana,
come dimostrato da numerosi studi
(4-7). | composti chimici contenuti
nelle piante, e che agiscono positiva-
mente sull'organismo umano (o ani-
male), sono chiamati principi attivi,
e sono responsabili delle specifiche
attivita biologiche. Sono molto vari e
sono spesso localizzati o abbondanti

in alcuni tessuti vegetali.
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| composti chimici naturalmente
presenti nelle piante sono definiti
fitochimici; alcuni sono responsabili
delle proprieta organolettiche, del
colore e dell'odore della pianta, men-
tre altri hanno una funzione biologi-
ca come meccanismo di difesa con-
tro parassiti o altri organismi.

Nelle piante, la sintesi e I'accumulo
di questi principi attivi € un processo
molto complesso, influenzato da nu-
merosi fattori, di natura sia genetica
sia da fattori ambientali esterni (luce,
temperatura, acqua, salinita ecc.) (8).
Questi composti, generalmente,
sono chiamati metaboliti secondari,
e svolgono funzioni specifiche per
la sopravvivenza delle piante. Fon-
damentale € anche il periodo in cui
si raccolgono le piante: il periodo
piu indicato (periodo balsamico) &
quello in cui le parti sono piu ricche
di sostanze attive e coincide quasi
sempre con la fioritura. Quasi tutti i
principi attivi si possono conservare
e il metodo piu diffuso per mante-
nerli & quello dell’essiccazione della
droga vegetale, che & tanto migliore
quanto piu rapida quanto piu com-
pleta; inoltre, questo metodo & piu
economico degli altri. In alternativa,
viene spesso utilizzata anche la lio-
filizzazione, ma con un costo mag-
giore. Inoltre, una stessa pianta puo
contenere piu sostanze attive (meta-
boliti secondari biologicamente atti-
vi); di conseguenza puo avere diver-
se proprieta salutari (9,10). Pertanto,
le modalita di estrazione dei prin-

cipi attivi dalle piante e dai vegetali

rivestono grande importanza e dif-
feriscono a seconda che si utilizzi la
pianta fresca o essiccata (11-13).

| preparati fitoterapici da piante fre-
sche sono, per esempio, oli essenzia-
li, succhi, macerati glicerici e tinture
madri, mentre quelli da piante es-
siccate sono estratti, tisane e polveri.
La scelta del metodo di estrazione,
delle condizioni operative e dei sol-
venti € di fondamentale importanza
per ottenere i principi attivi in misura
qualitativa e quantitativa (14,15).
Questa operazione spesso non e
semplice ed ¢ il risultato di un atten-
to compromesso tra le numerose
caratteristiche dei composti stessi
per evitare di estrarre anche mate-
riale vegetale non necessario, come
clorofille, lipidi, cere ecc. A seconda
del tipo di estrazione e del procedi-
mento scelto, le concentrazioni dei
singoli principi attivi possono variare
e, di conseguenza, la stessa pianta
puo essere utilizzata per scopi e ap-
plicazioni diverse.

E risaputo che piante diverse posso-
no mostrare la stessa attivita e il loro
utilizzo negli estratti in miscela puo
potenziarne l'efficacia medicinale (si-
nergia di azione del fitocomplesso).
In altre parole, una miscela di sostan-
ze vegetali mostra una maggiore at-
tivita biologica e offre effetti sinergici
ottimali (effetto entourage) rispetto
all'azione dei singoli costituenti. Le
tecniche di estrazione solido-liquido
si dividono tra convenzionali e in-
novative. Queste ultime, piu recen-

ti, presentano generalmente una



maggiore efficienza e un minore im-
patto ambientale (16,17).

In particolare, gli estratti possono
essere ottenuti mediante estrazione
solido-liquido, un processo che per-
mette di separare uno o piu compo-
nenti presenti in una fase solida (ma-
trici di tipo alimentare, vegetale o
animale) utilizzando una fase liquida
(liguido estraente o vettore) (18-20).

| solventi piu utilizzati nella tradizio-
ne erboristica sono l'acqua, l'alcol
etilico, la glicerina, e la loro misce-
la, vino e olio; altri solventi organici
sono l'acetone e l'etere.

La prima fase del processo estrattivo
consiste nel frantumare la matrice
solida per favorire la diffusione del
solvente al suo interno, aumentando
I'area superficiale a contatto con il li-
quido; nella seconda fase, quella ba-
gnante, il solvente si diffonde, occu-
pando tutti gli spazi accessibili della
matrice; nella terza fase i vari prin-
cipi attivi passano nel solvente per
diffusione (legge di Fick) e osmosi,
creando una soluzione di una certa
concentrazione. Per facilitare il pro-
cesso di estrazione viene utilizzato
un volume di solvente molto mag-
giore rispetto a quello della fase so-
lida, e spesso si aiuta aumentando la
temperatura.

Queste tecniche di estrazione sfrut-
tano essenzialmente la diffusione
e l'osmosi, due fenomeni relativa-
mente lenti, per migrare i principi
disciolti nel solvente verso l'esterno
del solido fino al raggiungimento

dell'equilibrio.
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Una volta raggiunto questo equili-
brio, la soluzione ricca di composti
estratti viene separata mediante
processi fisici di filtrazione e centri-
fugazione. Molti parametri diversi
possono influenzare la resa di estra-
zione, come la dimensione e lo stato
fisico delle particelle della matrice,
la temperatura, il rapporto solvente/
matrice e i relativi tempi di contatto
(21,22).

In questo lavoro & stato effettuato un
confronto tra due tecniche di estra-
zione solido-liquido —la macerazione
convenzionale e linnovativa RSL-
DE - al fine di valutare le differenze
nell'efficienza estrattiva dei com-
posti bioattivi ottenuti dalle piante
estratte in miscela o singolarmente
e, di conseguenza, per stabilire le
modalita di estrazione in funzione
dei diversi campi di applicazione de-

gli estratti ottenuti.

Macerazione contro
RSLDE

| prodotti naturali delle piante me-
dicinali, sia come composti puri sia
come estratti standardizzati, grazie
alla loro diversita chimica, offrono
numerose opportunita di utilizzo in
vari campi di applicazione umana e
animale. Pertanto, l'interesse per le
piante commestibili in particolare
€ cresciuto in tutto il mondo a cau-
sa della presenza di estratti vegeta-
li di vari tipi di composti bioattivi e

dei loro comprovati effetti benefici
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sulla salute (23-25). Tuttavia, poiché
l'estrazione ¢ la fase piu importante
nell'analisi dei costituenti presen-
ti nelle matrici vegetali, in questo
lavoro sono stati discussi i punti di
forza e di debolezza di due tecniche
di estrazione, quali macerazione e
RSLDE, ma soprattutto, per la prima
volta, sono stati valutati gli effetti
dell'estrazione effettuata su una mi-
scela di piante rispetto a una misce-
la composta da singoli estratti delle
stesse piante.

La macerazione € una delle tecniche
piu antiche e semplici. Il processo
di estrazione & generalmente ca-
ratterizzato da un lungo periodo di
estrazione: due o tre settimane per
esaurire la pianta. La Farmacopea
Ufficiale, cioé il testo di riferimento
per i preparati del settore farmaceu-
tico, prevede 21 giorni per ottenere la
maggior parte degli estratti di piante
medicinali, con occasionale miscela-
zione della partita di macerazione. |
processi di diffusione e osmosi uti-
lizzati in questa estrazione vengono
accelerati attraverso l'uso di ultra-
suoni o microonde o attraverso un
aumento della temperatura in modo
da agire sull'energia cinetica delle
molecole del solido (26). Inoltre, per
garantire la diffusione delle sostanze
estratte in tutta la massa del liquido
estraente, € necessario agitare il si-
stema e rimuovere il microequilibrio
instaurato in prossimita della matri-
ce solida, evitando in questo modo
I'arresto prematuro del fenomeno di

estrazione.

Tra gli svantaggi di questa tecni-
ca, oltre ai tempi lunghi richiesti e
al non essere sempre compatibile
con le proprieta della matrice, vi €
I'estrazione incompleta della ma-
trice stessa e la non riproducibilita
del contenuto dell'estratto (estratto
standardizzato) perché questo tipo
di estrazione solido-liquido puo es-
sere definita estrazione passiva. Inol-
tre, le matrici vegetali non possono
essere macerate in acqua in quanto
subiscono processi di degradazione.
Si tratta comunque di una tecnica
ancora valida e in uso; infatti, in un
recente lavoro, € stato proposto un
metodo innovativo di macerazioni
successive utilizzando una miscela
di solventi con l'obiettivo di migliora-
re contemporaneamente la resa, la
distribuzione dei composti tra le di-
verse fasi e ridurre il volume dei sol-
venti di estrazione (27). D'altro canto,
le piu recenti tecniche di estrazione
cercano di bilanciare una serie di fat-
tori, quali la qualita del prodotto ot-
tenuto, I'efficienza del processo, i co-
sti di produzione e un basso impatto
ambientale (28-30). Da questo pun-
to di vista RSLDE unisce tutti questi
fattori, infatti & una tecnica innova-
tiva che permette di ottenere un'e-
strazione a temperatura ambiente in
tempi brevi con un ridotto impatto
ambientale (green) (31); questo tipo
di estrazione solido-liquido puo es-
sere definito un processo attivo poi-
chéicomposti sono costretti a uscire
dall'interno del vegetale grazie alla

differenza di pressione.



L'estrattore Naviglio funziona al-
ternando una fase statica, in cui i
pistoni in esso presenti spingono
contemporaneamente sul liquido
provocando un aumento di pressio-
ne, con una fase dinamica, durante la
guale i pistoni vengono spostati dal-
la loro posizione di equilibrio, e si ha
un'alternanza di spinte tra i due pi-
stoni stessi, con riduzione della pres-
sione e generazione di una miscela
di liquido in tutto il sistema per dif-
fondere le sostanze e quindi ridurne
la concentrazione attorno alla matri-
ce solida. E in questo momento che
avviene l'estrazione della matrice so-
lida, resa possibile da una differenza
di pressione tra l'interno e l'esterno
del campione. Le sostanze estraibili,
non legate chimicamente alla strut-
tura principale della matrice solida, a
ogni ciclo di estrazione, vengono tra-

scinate fuori per effetto meccanico.
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La fase dinamica consente inoltre
la rapida e completa miscelazione
della matrice solida e la diffusione
istantanea delle sostanze estratte in
tutta la massa del liquido, evitando
fenomeni di sovrasaturazione attor-
no al solido che potrebbero arrestare
il processo estrattivo. Questo sistema
rende questa tecnica efficace sia in
termini di tempo di estrazione ed
efficienza di recupero sia di qualita
di estratto dei principi attivi conte-
nuti nella matrice vegetale, come
dimostrato dal suo utilizzo in diversi
campi di applicazione, per esempio
erboristico, farmaceutico, cosmetico

e alimentare (32-37).

Estrazione delle foglie

Le Figure 1e 2 riportano i dati del re-
siduo secco ottenuto dall’estrazione
tramite macerazione delle foglie del-

la prima triade di piante (rosmarino,
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Figura 1+ Determinazione del residuo secco dopo estrazione mediante
macerazione con alcol etilico al 96% effettuata su foglie di rosmarino,
salvia e alloro singolarmente e in miscela.

Figura 2 « Determinazione del residuo secco dopo estrazione mediante
macerazione con soluzione idroalcolica al 40% effettuata su foglie di
rosmarino, salvia e alloro singolarmente e in miscela.
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