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INTRODUZIONE

Attualita della ricerca. L'uso di piante officinali da parte dell'uomo ha una
lunga storia, ma finora sono state studiate le caratteristiche di numero relativamente
piccolo di specie di piante. Inoltre i dati sulla sicurezza e sull’efficacia dell’uso delle
piante officinali sono disponibili per un numero limitato di preparati (Gammerman et
al, 1990; Vasilev et al, 2006).

All’inizio del XIX secolo sono stati estratte le sostanze biologicamente attive
dalle piante e sono stati fatti i primi tentativi per ottenerle mediante sintesi chimica
(Golyshenkov et al, 1990; Muraveva et al, 2002). E durante il XIX ed il XX secolo i
farmaci estratti da piante sono stati progressivamente sostituiti da quelli ottenuti
mediante sintesi chimica (Gammerman et al, 1990; Zorina, 2010; Piccolo et al, 2001,
Tyrkov et al, 2002; Velicorodov et al, 2003). L'efficacia del farmaco non ¢ sempre
aumentata con la sua purificazione. Per esempio, l'acido ascorbico chimicamente
puro non ha gli effetti fisiologici tali da poter sostituite 1’uso dell’estratto dal frutto
della rosa canina. Questo perché il frutto della rosa canina contiene una combinazione
di diversi principi attivi (oltre la vitamina C ci sono anche le vitamine B2, K, PP,
tannino, zucchero, acido citrico). Le sostanze isolate da piante possono avere quindi
alcuni vantaggi rispetto alle controparti di sintesi. Medicine naturali ottenute dalle
piante generalmente operano piu lentamente, dolcemente, non si accumulano nel
corpo, possono avere minori effetti collaterali che spesso si verificano con I'uso di
sostanze ottenute per sintesi. Per questi motivi le medicine di origine naturale sono
spesso usate per le malattie croniche. Un importante vantaggio dei prodotti naturali
che hanno un effetto terapeutico positivo ¢ che le piante, che sono il prodotto di
alimentazione umana e animale, e quindi parte integrante del mondo vivente,
contengono complessi di sostanze biologicamente attive, che hanno avuto per milioni
di anni effetti sugli organismi viventi (Goldacre, 2007). Sono questi complessi,

costituiti forse da una dozzina o piu di singoli composti chimici ad avere degli effetti



positivi mentre i singoli composti isolati dalla pianta possono risultare (Golyshenkov
et al., 1990, Vasilev et al., 2006).

Pertanto, l'uso di farmaci antimicrobici naturali al posto di quelli sintetici ¢ la
direzione attuale della medicina moderna, della farmacologia e della cosmetologia.
L’attivita degli estratti ¢ in gran parte dovuta alla presenza in essi di alcune classi di
composti chimici (Georgievskij et al, 1990; Muraveva et al, 2002; Castleman, 2001;
Schulz et al, 2001; Cseke et al, 2006; Hopkins, 2008; Burlando et al., 2010) quali
vitamine, flavonoidi, terpeni, ormoni, saponine, alcaloidi (Vojtkevich, 1999;
Muraveva et al, 2002; Egorov, 2007; Sukhenko, 2011; Greger, 1984; Bajguza et al,
2003;. Wangchuk, 2004; Grotewold, 2006; Chang et al, 2007; Baiani et al, 2010; EI-
Sakka, 2010; Asimova et al, 2012).

L’obiettivo di questo studio, cio¢ l'estrazione di componenti biologicamente
attivi da estratti di piante per il fabbisogno delle industrie cosmetiche, farmaceutiche
e altre, ¢ molto importante economocamente per la regione di Astrakhan. Originalita
e novita dell'estrazione e produzione di estratti biologicamente attivi con proprieta
antibatteriche dalle piante della regione di Astrakhan dipende anche nelle condizioni
ambientali naturali. Le condizioni sono un forte irraggiamento, temperatura elevata e
bassa umidita che contribuiscono alla formazione di sostanze biologicamente attive
con alte concentrazioni (Sukhenko, 2006).

L'unicita della regione d’Astrakhan ¢ dovuta ad un insieme di particolari
carateristiche climatiche e idrologiche e da fattori biotici (Sagalaev, 2003; Sukhenko,
2010) che favoriscono lI'accumulo nelle piante selvatiche di una gamma completa di
sostanze biologicamente attive. Questo ¢ un fattore che puo essere determinante per
la produzione di nuovi farmaci e prodotti cosmetici a base di erbe con un piu alta
attivita antibatterica. Le piante di crescono qui (Pilipenko et al, 2002; Zakutnova et
al, 2004) accumulano un gran numero di sostanze biologicamente attive con varia
struttura chimica (Sukhenko et al, 2000; Sukhenko, 2010). Queste sostanze

biologicamente  attive determinano l'attivita  antimicrobica, antibatterica,



immunoprotettiva ed antiossidante degli estratti di queste piante (Brykalov et al,
1999; Brykalov et al, 2000; Sukhenko, 2011). Interessante puo risultare anche il
confronto tra la composizione chimica e le proprieta degli estratti di piante di una
specie che cresce nella regione dell’ Astrakhan e in Calabria (Italia), ad esempio fra la
liquirizia russa (Glycyrrhiza russa - Glycyrrhiza glabra var gladulifera) e liquirizia
spagnola o italiana - Glycyrrhiza glabra var tipico) (Nomura et al., 2002).

La liquirizia Glycyrrhiza glabra, 1’achillea Achillea micrantha e I’elicriso
Helycrisum arenarium sono i rappresentanti tipici delle piante della zona arida della
regione dell’ Astrakhan. Le scorte di queste piante sono sufficienti per poterle
utilizzare come materia prima per la produzione di estratti con proprieta
antibatteriche (Nozdrachev et al, 2008; Sukhenko, 2011).

I metodi piu promettenti per la determinazione qualitativa e quantitativa della
composizione degli estratti sono la cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC)
e la gas-cromatografia — spettrometria di massa (GC-MS) (Styskin et al, 1986, Alto et
al, 1988; Sychev et al, 2002; Capodaglio et al, 2008; Ceyhun et al, 2010).

Lo scopo e gli obiettivi della tesi. Lo scopo della tesi ¢ stato quello di studiare
la possibilita di utilizzare alcune piante — liquirizia Glycyrrhiza glabra, achillea
Achillea micrantha, elicriso Helichrysum arenarium - per ottenere estratti di piante
con proprieta antibatteriche. Per raggiungere questo scopo occorre eseguire le
seguenti attivita:

1. Motivare la scelta delle piante (Glycyrrhiza glabra, Achillea micrantha,
Helichrysum arenarium) per l'uso pratico al fine di ottenere estratti di singoli
componenti attivi o di miscele biologicamente attive come agenti antimicrobici.

2. Definire il sistema per la separazione estrattiva per isolare le sostanze
biologicamente attive da infiorescenze di Achillea micrantha e Helichrysum
arenarium e dalla radice di Glycyrrhiza glabra.

3. Motivare la scelta della separazione cromatografica e e dei reattivi chimici

necessari per lo studio degli estratti.



4. Studiare la composizione qualitativa e quantitativa di estratti di radice di
Glycyrrhiza glabra, che cresce in regioni diverse.

5. Studiare le proprieta antimicrobiche degli estratti e delle frazioni
cromatografiche ottenute. Motivare la dipendenza del grado di attivita antimicrobica
con il contenuto di alcune sostanze biologicamente attive.

6. Elaborare lo schema tecnologico per ottenere gli estratti liquidi da
infiorescenze di Achillea micrantha e Helichrysum arenarium e da radice di
Glycyrrhiza glabra.

Novita scientifica. Abbiamo comparato la composizione chimica e le proprieta
antimicrobiche degli estratti di tre specie di piante - Glycyrrhiza glabra (radice),
Achillea micrantha (infiorescenze), Helichrysum arenarium (infiorescenze) che
crescono nella regione di Astrakhan.

Per la prima volta ¢ stato effettuato il confronto tra la composizione chimica e
le proprieta antimicrobiche dell'estratto tal quale e di frazioni ottenute dall’estratto
mediante separazione cromatografica delle radici di due specie di liquirizia, in
crescita in Russia (regione di Astrakan) e in Italia (regione Calabria).

Infine ¢ stato elaborato uno schema tecnologico per ottenere estratti liquidi di
radice di Glycyrrhiza glabra, di infiorescenza di Helichrysum arenarium e di
infiorescenze di Achillea micrantha.

Il significato pratico del lavoro. | risultati della ricerca sono la base per lo
sviluppo dei nuovi metodi per la standardizzazione degli estratti liquidi delle piante
studiate. | componenti biologicamente attivi isolati degli estratti che hanno
promettenti proprieta farmacologiche possono essere proposti per sintesi chimica in
laboratorio e nelle applicazioni industriali. I risultati possono essere argomento dei
corsi "Introduzione alla biotecnologie'e "Biotecnologie generale™ per gli studenti di

discipline biologiche.
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| punti essenziali di ricerca:

1. Le specie usate di piante - liquirizia Glycyrrhiza glabra, achillea Achillea
micrantha, elicriso Helichrysum arenarium - sono promettenti per la produzione di
agenti antimicrobici e di altri composti biologicamente attivi aventi proprieta
desiderate.

2. La soluzione di etanolo (50%) ¢ un buon solvente per estrarre gli ingredienti
antimicrobici dalla radice di Glycyrrhiza glabra, da infiorescenza di Achillea
micrantha e di Helichrysum arenarium, ma anche altri solventi sono stati individuati
come promettenti per la radice di Glycyrrhiza glabra

3. Gli estratti tal quali e alcune frazioni sono risultati promettenti per I’attivita
antimicrobica

4. Un diverso grado di attivita antimicrobica ¢ stato riscontrato negli estratti di
radice di Glycyrrhiza glabra dalla regione di Astrakhan e dalla Calabria, Italia) che
dipende principalmente da un diverso contenuto dei principi attivi mentre la
composizione qualitativa sembra la stessa.

5. E stato elaborato un possibile schema tecnologico per ottenere gli estratti
liquidi da radice di Glycyrrhiza glabra, da infiorescenza di Achillea micrantha e di
Helichrysum arenarium.

Pubblicazione. Sul tema di tesi sono state pubblicati 16 lavori.

Volume e struttura della tesi. La tesi si compone di una introduzione, analisi
della letteratura, descrizione dei materiali e metodi di ricerca, da tre capitoli dei
risultati delle ricerche sperimentali, dalle conclusioni e dalla bibliografia. Il volume
totale contiene 198 pagine, 22 tabelle e 37 figure. Bibliografia comprende 357
riferimenti, 264 dei quali in lingue straniere (inglese e italiano).

La ricerca ¢ stata realizzata secondo I'accordo di cooperazione per 1’attuazione
di una co-tutela di tesi di dottorato tra 'Universita Ca 'Foscari (Venezia, Italia) e
I’Universita Statale di Astrakhan (Astrakhan, Russia). La ricerca ¢ stata svolta presso

il dipartimento di biotecnologie e bioecologia dell’Universita Statali d’Astrakhan
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(ASU). Gli esperimenti sono stati svolti presso il laboratorio di biotecnologia
del’ASU e nei laboratori chimici del Dipartimento di Scienze Ambientali,
Informatica e Statistica e del Dipartimento di Scienze Molecolari e Nanosistemi
dell'Universita Ca 'Foscari (Venezia, Italia).

L'autore esprime la sua profonda gratitudine al tutor prof. Mikhail Egorov, ai
co-tutor prof. Gabriele Capodaglio e prof. Oreste Piccolo, alla docente Lyudmila
Sukhenko, a tutti i dipendenti del dipartimento di biotecnologia e bioecologia e di
laboratorio di biotecnologie dell'Universita Statali d’ Astrakhan, del Dipartimento di
Scienze Ambientali, Informatica e Statistica e del Dipartimento di Scienze Molecolari
¢ Nanosistemi dell'Universita Ca 'Foscari (Venezia, Italia), per la loro assistenza
nell'organizzazione e nella conduzione di studi sperimentali, consulenze, preziosi

consigli e commenti durante la ricerca.
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CAPITOLO 1. ANALISI DELLA LETTERATIRA

1.1 Biologia e ecologia delle piante studiate
1.1.1.Caratteristica dell’attecchimento e dello sviluppo di achillea Achillea
micrantha Willd

Genere — Achillea, famiglia — Asteraceae. E una pianta perenne. La parte
sotterranea (ipogeo) del fusto presenta dei rizomi ad andamento orizzontale, le cui
estremita possono eventualmente germinare in una parte aerea con foglie e fiori, e
degli stoloni ipogei. La parte aerea (epigeo) si presenta striata pubescente (pelosa), ed
eretta in modo tormentoso e ramificata alta fino a 50 — 100 cm.

Le foglie sono da due (tre) volte pennatosette con lobi molto lanceolati (ma
spaziati tra di loro) a 2 a 2 simmetrici rispetto all'asse principale. Possono
raggiungere i 20 cm di lunghezza. Larghezza massima 3 — 5 cm. Quelle basali sono
picciolate e piu lunghe delle cauline, hanno inoltre la rachide stretta e non alata
(dimensione massima 1,2 mm). Le foglie cauline sono piu piccole ¢ sessili, inoltre

sono piu spaziate di quelle inferiori.

Capolini larghi fino a 8 mm. Involucro ovoide composto da squame ovate con
margine membranoso. Lunghezza dell'involucro: fino a 5 mm. Fiori esterni
dell'infiorescenza: 5 fiori tridentati (a tre lobi) femminili ligulati bianchi o rosa.
Dimensione della ligula: 2 mm. Fiori centrali dell'infiorescenza: tubulosi a 5 petali
bianco-giallognoli ermafroditi. Dimensione del tubulo: 2 mm. Frutto achenio
indeiscente senza pappo. Dimensione dell'achenio: 1,7 — 2 mm. La pianta ¢ in fiore in

giugno-agosto; i frutti maturano in agosto-settembre.

Cresce nei boschi misti e di conifere, in zone sabbiose e diventate steppa, nei
pascoli, nei prati salini. E una pianta fotofila. Il millefoglie ¢ diffuso in Ucraina, nella
parte europea della Russia (tutte le regioni eccetto le regioni di Carelia, Murmansk,

Dvinsko-Peciorskiy, del Baltico, della VVolga superiore), in Siberia Occidentale (la
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regione diTobolsk superiore e di Irtys), in Caucaso, in Asia Centrale, in Kazakistan
(Georgievskij et al., 1990; Muraveva et al., 2002; Yakovlev et al, 2006; Azimova
S.S., 2012).

La composizione chimica dell’ achillea non ¢ molto nota. Nella medicina di
solito si usa I’erba ¢ I’infiorescenza dell’ Achillea millefoglie.

Alcuni autori hanno identificato alcune sostanze chimiche dalle infiorescenze
e dall’erba dell’ achillea, coma lattoni: achilin, artilesin, grossmisin, micrantin,
kaempferol 3-ramnoside, kampesterin (Neshta et al., 1976; Adekenov et al., 1987);
lattoni di sesquiterpeni: sintenin e micrantin (Porzel et al. 1992); oli essenziali
(Hakimov et al., 1986; Azimova et al, 2012); flavonoidi (Hatam et al., 1994; Valant-
Vetschera et al., 1996; Valant-Vetschera, 1999).

L’insieme dei flavonoidi contenuti nell” achillea pud essere proposto per la
creazione di farmaci antiflogistici e emostatici.

La medicina scientifica usa delle cime delle piante fiorite, di rado foglie
oppure capolini come rimedio emostatico, in caso di emorragia interna, malattie del
tratto gastroenterico, emorragia esterna, infiammazione dell’utero, e come
anticonvulsivo in caso di disordini metabolici (Muraveva et al., 2002; Prija et al.,
2002; Houghton et al., 2005; Yakovlev et al., 2006; Saedina et al., 2011).

Alcuni autori anche hanno scoperto I’attivita antiossidante degli estratti
etanolico - acquoso di achillea (Mantle et al., 2000; Konyalioglu et al., 2005; Saedina
et al., 2011), anche I’attivita estrogena (Chandler et al., 1982; Schulz et al., 2001;
Innocentia et al., 2007), I’attivita antiulcerosa (Baggio et al., 2002; Cavalcanti et al.,
2006; Potrich et al., 2010), I’attivita antimicrobica (Holetz et al, 2002; Dhia Hassawi
et al., 2006; de Santanna et al., 2009; Sukhenko et al., 2010; Sukhenko, 2011),
I’attivita antiflogistica (Greger, 1984; Nemeth, 2005).

La medicina popolare ritiene achillea come un rimedio emostatico e
diaforetico e la applica in caso di tisi, ulcera, gastrite, calcoli renali, malaria,

emorroidi, malattie femminili, enuresi notturna, affezione epatica, anemia, cefalea,
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raffreddore, malattie nervose e ipertensione. Le foglie fresche e giovani si triturano e
si usano come un rimedio emostatico per ferite esterne e emorragia da naso. Il succo
appena spremuto e mescolato con miele si beve per aumentare 1’appetito e per il
miglioramento del metabolismo e in caso di affezione epatica. L’ infiorescenza si usa
in caso di ernia, le foglie in caso di scabbia e tigna scagliosa.

L’olio essenziale di achillea ¢ giallo chiaro, ha un forte odore di canfora.
L’olio ¢ buono ad usare nella produzione di liquori, nell’industria vinicola e in
profumeria (Muraveva et al., 2002; Nemeth, 2005; Paduch et al., 2008).

Come materia prima vegetale ad uso medicinale si usa piu frequentemente
Achillea millefoglie. Achillea micrantha non ¢ invece considerata una pianta

medicinale.

1.1.2.Caratteristica biologica di liquirizia Glycyrrhiza glabra L.

Liquirizia ¢ una pianta erbacea perenne dalla famiglia Leguminose (Fabaceae)
con il gambo dell’altezza da 50 a 150 cm (in qualche comunita fino a 2 metri), che
diventa legnosa alla fine dell’estate. Come la maggioranza delle piante tipiche dei
semideserti e delle steppe, ha una radice (rizoma pluricapi, polloni-stoloni sotteranei
ed estesi in profondita) con la massa che notevolmente supera la massa fuori della
terra.

Liquirizia ¢ una specie polimorfa, le varieta si differenziano per i gambi e le
radici (Muraveva et al., 2002; Yakovlev et al., 2006; Alternative Medicine Review,
2005).

Liquirizia (tutte le varietd) ¢ diffusa lungo il basso corso dei fiumi Don e
Volga, nelle pianure alluvionali e nelle valli di fiumi delle regioni steppose e
semideserte dell’Asia Centrale, Kazakistan Occidentale, Caucaso Settentrionale, in
Transcaucasia Orientale, nelle regioni centrali e meridionali europee, nella zona del

Mediterraneo, nei Balcani, in Asia Minore, Iran, Iraq, Afghanistan; in particolare c’¢



15

molta liquirizia nel bacino del fiume Amurdari, iniziando con gli affluenti in
Tagikistan e fino al mare d’Aral (Muraveva et al., 2002; Yakovlev et al., 2006). E
coltivato in Europa Occidentale e Meridionale, Turchia, India, Pakistan, Cina,
Giappone e nel sud di Stati Uniti d'America (Vulf et al., 1969; Hayashi et al., 2005).
Una particolarita del suo luogo di dimora ¢ il livello d’acque sotterranee
relativamente alto e 1’allagamento temporaneo di primavera e d’estate. Cresce anche
lungo le rive e nei greti di fiumi prosciugati, lungo le rive di ruscelli con poca acqua,
in canali e fossi. Liquirizia vive sia in spazi di pianura tra fiumi che sui versanti
montani preferendo generalmente degli avvallamenti e incavi non grandi. Essendo
una pianta infestante dannosa si trova spesso in zone seminate, ma anche in terreni
incolti. Sulle montagne, dove le radici possono raggiungere le acque sotterranee, la
pianta si trova fino a 2000 m sopra il livello del mare.

In Italia liquirizia vegeta principalmente al sud. Si trova in misura ineguale sul
territorio italiano ma praticamente dappertutto in Sicilia, Calabria e Abruzzo
(Prihoda, 1993; Castelman, 2001; Stati et al., 2004; Massarelli et al., 2011).

Liquirizia ha qualche varieta, ad esempio G. glabra varieta Typical (liquirizia
spagnola) e G. glabra verieta glandulifera (liquirizia russa) (Hayashi et al., 2008).

Gli organi sotterranei della pianta sono la materia prima per ammassi e sono
composti dalla radice madre, dai rizomi verticali e orizzontali che formano una rete
da molte file con viluppi e si rafforzano nel suolo con aiuto delle radici addizionali.
Le radici della liquirizia penetrano alla profondita di 8 m, raggiungendo di solito il
livello delle acque sotterranee. | polloni sopraelevati si allontano sia dalla radice che
dai rizomi verticali e orrizontali con 1’aiuto dei quali organismi separati crescono in
modo vegetativo sulla superficie di qualche decina di metri quadri. | pezzi dei rizomi
si acclimatano bene e grazie a questo fatto la moltiplicazione vegetativa ¢ il metodo
principale di rinnovo di liquirizia e di diffusione delle sue boscaglie. Il sistema di
radice tipico si vede cosi: il gambo di una pianta annosa si modifica sotto la

superficie della terra in un pollone verticale che si trasforma di solito nella profondita
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di 30-40 cm in una radice principale verticale che penetra nella profondita del suolo e
ramifica di sotto. Nelle parte diverse dal rizoma si allontano i polloni orrizontali in
forte crescita che si chiamano stoloni. Su questi stoloni ad una certa distanza dalla
pianta madre (50-100 cm e oltre) dalle gemme finali si sviluppano le nuove piante,
dalle quali si allontano radici giu e su, ossia i rizomi verticali che si trasformano nei
gambi sopraelevati con foglie all’uscita dalla terra. A loro volta generano i polloni
sotterranei con gemme dalle quali si sviluppano nuove piante ecc. (Muraveva et al.,
2002).

Come risultato con gli anni si formano sotto il suolo i complessi sistemi di
radice, che occupano grandi spazi; le boscaglie di liquirizia dalla densita diversa (che
si distendono sulle grandi distanze) sono lo sviluppo delle radici sul terreno. il
danneggiamento dell’integrita dei sistemi di radice (lacerazione o aridita degli
stoloni) non si riflette nella velocita di moltiplicazione vegetativa di liquirizia.

I gambi sopraelevati sono nudi o con peluria corte € non densa, in generale con
spine ferruginose radamente distribuite. Le foglie hanno la lunghezza di 5-20 cm, con
3-10 paia di fitte lucide foglioline oblunghe ovoidali o lanceolate, appiccicose a causa
dell’abbondanza di cellule ricche di ferro. L’infiorescenza ¢ composta di mazzi
abbastanza soffici della lunghezza di 5-12 cm, con il gambo della lunghezza di 3-7
cm. | fiori sono irregolari, uniti a mazzi, della lunghezza di 8-12 mm, con un’areola
violetta biancastra e con un calice con denti acuti. Il frutto ha una forma oblunga, una
fava retta o un po’ ricurva con 1-8 semi, della lunghezza di 3,5 cm, nuda o con spine
ferruginose. Liquirizia ¢ in fiore in maggio - giugno, i frutti maturano in agosto —
settembre. Il fabbisogno della materia prima per I’industria farmaceutica si soddisfa
grazie alla raccolta delle piante selvatiche. Il fabbisogno mondiale di radice di
liquirizia ¢ pari a 20.000-25.000 t in un anno. Oltre ai paesi di CSI (la Comunita degli
Stati Indipendenti) un fornitore importante della radice di liquirizia ¢ la Spagna
(Yakovlev et al., 2006; Hayashi et al., 2008).
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Il numero dei componenti (compreso quelli idrosolubili) ricavato dalla
liquirizia che costituisce il complesso biologicamente attivo € pari al 40-50% del peso
totale secco.

La glicirrizina (detta anche acido glicirrizico) ¢ un glicoside saponinico
triterpenoide che rappresenta il principio attivo dell'estratto di liquirizia. In forma
acida non ¢ particolarmente solubile in acqua, ma il suo sale di ammonio risulta
solubile per valori di pH > 4.5.

In ambito farmacologico questo composto viene sfruttato come espettorante e
come gastroprotettore nell’ulcera peptica. Trova anche utilizzo come dolcificante
alimentare, essendo fino a 50 volte piu dolce del saccarosio e rispetto a quest’ultimo
il gusto dolce viene percepito piu tardi ma rimane piu a lungo in bocca. Rispetto al
dolcificante sintetico aspartame continua a conferire gusto dolce anche in seguito a
riscaldamento. Effetti collaterali dovuti a sovradosaggio sono [l'ipertensione e
I’edema, dovuti all'accumulo di ioni sodio e acqua. L'uso ¢ comunque sconsigliato
per chi soffre di ipertensione arteriosa (Wang et al., 2004; Czep et al., 2005; Fu et al.,
2005; Gupta et al., 2008; Gavrilin et al., 2009; Jayaprakasam et al., 2009; Hayashi et
al., 2009; Qiungying et al., 2009; Dikusar et al., 2011). L’acido glicirrizzico Si trova
solo nella radice, nella parte acrea della pianta non ¢ stato trovato (Muraveva et al.,
2002).

La radice di liquirizia possiede molti mono- ¢ disaccaridi. Il loro numero puo
raggiungere il 20%. La radice contiene sostanze pectiniche (4-6%) e resinose (2-4%),
lipidi (3-4%), sostanze amare (2-4%), tracce di olio essenziale. Tra le sostanze di
riserva nella radice si trova amido che puo costituire, tenendo conto della fase di
vegetazione, il 6-34%, ancora proteine vegetali circa 10% (Muraveva et al., 2002;
Yakovlev et al., 2006; Qiungying et al., 2009; Burlando et al., 2010).

La parte fuori terra di liquirizia secondo gli autori (Muraveva et al., 2002;
Statti et al. , 2002; Nomura et al., 2002; Statti et al., 2004; Yakovlev et al., 2006;
Wang et al.,, 2007; Qiungying et al., 2009; Seo et al., 2010) contiene saponine,
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tannini, oli essenziali, zuccheri, pigmenti e altre sostanze. Questo fatto apre delle
prospettive per I'uso in medicina anche della parte aerea della liquirizia come
possibile materia prima per creazione dei preparati antiinfiammatori, antispasmodici
e antivirali.

Il colore giallo di liquirizia ¢ legato al contenuto di flavonoidi nella pianta.
questi includono likiritin, isolikiritin (calcone) e altri componenti. Isoflavoni di
glabridin e ghispaglabridin A e B possiedono considerevole attivita antiossidante
(Vaya et al., 1996; Hayaski et al., 2006; Chin et al., 2007; Qiungying et al., 2009;
Burlando et al., 2010; Malekinijad et al., 2010),sia glabridin e glabren possiedono
attivita estrogeno simile (Nomura et al., 2002; Czap et al., 2005). Il numero di
flavonoidi puo raggiungere il 3-4% (Muraveva et al., 2002; Fukai et al., 2002;
Nomura et al., 2002;. Fu et al., 2005; Wang et al., 2007; Gupta et al., 2008;
Jayaprakasam et al., 2009; Qiungying et al., 2009; Burlando et al., 2010; Simons,
2011).

Le radici e i rizomi di piante perenni di liquerizia selvatica raccolti nelle
diverse stagioni diverse si usano come materia prima di farmaci. Nella pratica medica
si usano le radici di liquirizia non decorticate (Radices Glycyrrhizae naturales) e le
radici private dal sughero (Radices Glycyrrhizae mundatae) (Yakovlev et al., 2006).

Dalle radici di liquirizia si producono degli estratti (concentrato e secco) e
degli altri preparati galenici (sciroppo, elisir ecc.); si usa anche la radice stessa
decorticata e triturata sotto forma di polveri e compresse. | preparati di liquirizia si
usano come un rimedio espettorante e attenuante in caso di affezione catarrale delle
vie respiratorie; come purgante in caso di stitichezza cronica e come aroma per
correggere il gusto di molti farmaci. Le caratteristiche emulsionanti dell’estratto si
usano per la produzione di compresse e pozioni (Muraveva et al., 2002).

La radice di liquirizia in forma di decotto, infuso, estratto o polverina si
utilizzano come un rimedio espettorante in caso di affezioni dei polmoni

accompagnati con tosse; come antiflogistico e antispasmodico in caso di iperacidita
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gastrica, ulcera gastrica e duodenale; nella composizione delle miscele medicinali si
utilizza come purgante e come rimedio diuretico. Le forme galeniche di liquirizia si
utilizzano in qualita di rimedio ausiliario in caso di malattia di Addison, ipofunzione
di corteccia renale. Liquirizia si utilizza in caso di lupus sistemico, dermatite
allergica, ecc. con lo scopo di stimolazione della corteccia renale. La polverina della
radice di liquirizia si usa largamente nella pratica farmaceutica come base per
compresse e come rimedio che migliora il gusto e I’odore dei farmaci.

Durante le ricerche dettagliate della composizione chimica e dell’azione
biologica delle specie di liquirizia, che Muravev e sui colleghi ed anche V.S.
Sokolov, K.Z. Zakirov, V.I. Litvinenko ecc. hanno condotto, sono state identificate
nuove proprieta ¢ sono stati ottenuti preparati con diverse azioni farmacologiche
(Muraveva et al., 2002).

Gliziram ¢ il principale farmaco medicinale di liquirizia prodotto dall’industria
ed ¢ costituito dal sale monoammonico dell’acido glicirizzico. Gliziram si usa in caso
di asma bronchiale, ipofunzione delle sostanze corticali surrenali causata dalla terapia
di lunga durata con glucocorticoidi, in caso di eczema, dermatite allergica e altre
affezioni per le quali si prescrivono preparati di sostanze corticali surrenali; anche per
I’eliminazione dei sintomi di astinenza dopo cessazione di trattamento con
glucocorticoidi o con lo scopo di diminuire la dose di questi ultimi.

Questa influenza benifica di liquirizia pud essere spiegata dai seguenti
meccanismi: glicirrizina e acido glicerretico inibiscono la crescita e le patologie di
cellule di RNA- e DNA-virus, compreso epatite A e C, herpes zooster, HIV, Herpes
Herpes simplex , CMV (Czap et al., 2005).

Glicirrizina e i suoi metaboliti inibiscono metabolismo epatico di aldosterone e
reprimono la 5-Breductase, che possiede le proprieta di suscitare la sindrome
pseudoaldosterone. E emersa la somiglianza delle strutture dell’acido glicerretico e

degli ormoni che la corteccia surrenale secerne con attivita mineralcorticoide e
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glucocorticoide (Wang et al., 2004; Czap et al., 2005; Fu et al., 2006; Burlando et al.,
2010).

Liquirizia mostra attivita antiflogistica uguale a quella dell’ idrocortisone. Cio
¢ legato all’inibizione dell’attivita della fosfolipasi A (un enzima importante nei
processi infiammatori). Le ricerche in vitro hanno mostrato che I’acido glicirrizico
inibisce I’attivita cicloossigenasi e la formazione di prostaglandine (in particolare
prostaglandina E), ed indirettamente inibisce I’ aggregazione di trombociti che sono
tutti fattori importanti nei processi di inflammazione.

Qualche specie di liquirizia possiede rilevanti proprieta antiossidanti e
epatoprotettrici. Glicirrizina e glabridin, come agenti antiflogistici, inibiscono la
formazione di forme attive di ossigeno (AFO) con I’aiuto di neutrofili. Le ricerche in
vitro hanno mostrato che isoflavoni, gispaglabridin A e B da liquirizia inibiscono
I’ossidazione dei lipidi nelle cellule epatiche dei ratti. Altre ricerche (Burlando et al.,
2010) mostrano che glicirrizina diminuisce 1’ossidazione dei lipidi nel fegato degli
animali. La liquirizia possiede un’azione epatoprotettrice per ridurre il livello degli
enzimi epatici nel siero.

Glicirrizina e gli altri componenti di liquirizia evidentemente possiedono
proprieta anticancerogene. I meccanismi precisi si stanno studiando ma le ricerche
hanno mostrato che questi composti reprimono la proliferazione anomala delle cellule
e la formazione e la crescita dei tumori del seno, del fegato (epatoma) e della pelle
(epitelioma) (Czap et al., 2005).

La glicirrizina della liquirizia si usa per il trattamento delle ulcere e non
reprime 1’acido gastrico come gli altri farmaci contro questa malattia ma piuttosto
favorisce il processo di guarigione della membrana mucosa a causa dell’aumento
della produzione delle cellule e del rifornimento di sangue alla mucosa gastrica che
migliora la mucosa (Nomura et al., 2002; Czap et al., 2005; Hayashi et al., 2006;
Wang et al., 2007).



21

Molti farmaci sono stati ideati sulla base dei flavonoidi da liquirizia (ad
esempio lekviriton e flakarbin (per trattamento dell’ulcera gastrica ¢ duodenale).
Prospettive si aprono anche in riferimento all’utilizzazione possibile dell’erba di
liquirizia per la produzione di farmaci da saponine e flavonoidi (Yakovlev et al.,
2006). Isoflavoni, calconi, isoflavonidi e alcuni altri componenti fenolici che si
ottengono dall’estratto di liquirizia possiedono attivita antiossidante (Vaya et al.,
1996; Nakagawa et al., 2004; Fu et al., 2005; Chin et al., 2007; Jayaprakasam et al.,
2009; Burlando et al., 2010; Seo et al., 2010; Malekinijad et al., 2010; Simons, 2011).

Secondo alcuni autori I’estratto di liquirizia possiede attivita antimicrobica e
antitubercolare (Mitscher et al., 1980; Mitscher et al., 1988; Mitscher et al., 1998;
Kent et al., 2002; Moller et al., 2002; Fukai et al., 2002; Statti et al., 2004; Sukhenko,
2007; Gupta et al., 2008; Qingying et al., 2009; Burlando et al., 2010; Sukhenko,
2011).

Prikhodko con i coautori (1975) e Grinkevic con i coautori (1983) hanno
ottenuto dati interessanti durante la ricerca delle proprieta della liquirizia, in
particolare gli estratti alcolici e oli essenziali impediscono la crescita di Candida
albicans (200-250 pg/ml), Trichophyton gypseum (100-250 pug/ml) e Microsporum
lanosum (10-100 ug/ml). Gli oli essenziali risultano un po’ piu attivi degli estratti
alcolici. La prova di frazionamento dell’olio essenziale per recuperare i componenti
fenolici, acidi e sostanze neutre ha dimostrato che la frazione dei fenoli era meno
abbondante rispetto al’estratto alcolico.

Gli estratti di liquirizia e di molti derivati di glicirrizina hanno trovato ampia
applicazione nel campo della cosmetica in diversi paesi (Giappone, Italia, America,
Russia e altri). Sia glicirrizina che la polvere delle radici di liquirizia, I’estratto di
liquirizia, I’acido glicerretico 3-B-O-emisuccinato (carbenoxolone) si applicano per
creare preparati ad uso cosmetico grazie a loro effetto antiflogistico. Inoltre i
flavonoidi contenenti glabridin isolati da GIl. glabra si applicano nei preparati

cosmetici per lo sbiancamento della pelle e come componenti antiflogistici e
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antisensibilizzanti (Hayashi et al., 2006; Wang et al., 2007; Hayashi et al., 2008;
Burlando et al., 2010).

Le caratteristiche antiflogistiche e antisettiche hanno trovato applicazione per il
trattamento delle malattie cutanee e per le infezioni della cavita orale. L’attivita
uguale a quella del cortisone si applica contro le dermatiti da contatto, eczemi e
psoriasi. Gli estratti vegetali possiedono anche un effetto protettivo e di prevenzione
contro le infezioni ustionate e si usano nei prodotti cosmetici come agenti
antiossidanti e per lenire le irritazioni (Willuhn, 1994; Burlando et al., 2010).

L’estratto vegetale fa parte dei preparati per alopecia e per depigmentazione.
L’azione dell’acido 18B-glicerretico si usa contro 1’acne e la glicirizzina, funzionando
come i leucociti, contrasta la comparsa delle affezioni follicolari create dai radicali
liberi (Burlando et al., 2010).

1.1.3. Caratteristica biologica ed ecologica di elicriso Helichrysum

arenarium (L.) Moench

E una pianta erbacea annuale della famiglia delle astracee di Cina (fiori
composti) - Asteraceae (Compositae) con peluria di feltro biancastro della altezza di
20-40 cm. Le foglie alla radice sono oblunghe inversamente ovoidali; le foglie del
gambo sono lanceolate, lineari, regolari, della lunghezza di 2-6 cm. | fiori nei capolini
sferici della larghezza di 5-6 mm sono riuniti nelle folte scope a forma di corimbo; i
petali - involucri sono secchi, di color giallo limone, piu raramente arancio. | fiori, di
forma rotonda e a petali sottili, sono riuniti in capolini di vario colore dal giallo, al
rosa, al rosso. Il frutto ¢ un achenio.

Elicriso ¢ in fiore in luglio-agosto, da i frutti in agosto-settembre.
E ampiamente diffuso nelle regioni della steppa della parte europea dei paesi
CSI, in Caucaso Settentrionale, in Asia Centrale e Siberia Meridionale ed ¢ tipico nei

secchi boschi di pino. Vegeta principalmente nelle pinete con muschio e brugo, dove
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la falda acquifera ¢ presente al di sotto di due metri. Elicriso ¢ una pianta fotofila,
vegeta nei luoghi aperti, in praticelli, bordure, pinete di pini con ramificazioni non
compatte; si incontra principalmente nei versanti orientali e meridionali di burroni e
dirupi.

Oltre a Helichrysum arenarium esiste Elicriso italiano (H. italicum) che cresce
nelle regioni mediterranee ed ¢ coltivato anche in Crimea. | fiori si usano come
materia prima con gli stessi usi di elicriso.

Le infiorescenze di elicriso secondo gli autori (Muraveva et al., 2002;
Yakovlev et al, 2006; Bryksa-Godzisz et al., 2006; Eroglu et al., 2009; Albayrak et
al., 2010) contengono il flavone Naringenina tal quale o come 5-monoglucoside, che
si chiama Salipurposide, ed il flavone Kaemferolo come 3-diglucoside. Contengono
anche alcuni derivati dell’anidride ftalica quali 1’anidride 5,7-diossiftalica, la 5-
metossi-7-ossiftalica, la 5-metossi-7-glucosilftalica. Sono state individuate altre
sostanze: vitamina K, tracce di olio essenziale (0,04%).

Elicriso si usa in caso di affezioni epatiche acute croniche, affezioni cistiche. Si
producono I’estratto liquido e il nuovo farmaco galenico “Flavina”. | fiori entrano a
far parte di composizioni coleretiche (Muraveva et al., 2002).

Le forme galeniche di elicriso migliorano la coleresi, diminuiscono la
concentrazione degli acidi biliari, alzano il contenuto di colato e di bilirubina nel
fiele.

L’estratto dell’infiorescenza di elicriso ha una azione antispasmodica sui
muscoli lisci dell’ intestino, sulle vie biliari, sulla vescica biliare e sui vasi sanguigni.
Queste caratteristiche sono dovute ai componenti flavonoidi nelle infiorescenze
(Muraveva et al., 2002).

| preparati di elicriso stimolano la secrezione del succo gastrico, attivano la
capacita secretore del pancreas ed aumentano la diuresi.

Durante I’ attivita di ricerca del nostro gruppo ¢ stata scoperta 1’azione

antibatterica dei fiori di elicriso (Sukhenko et al., 2009; Sukhenko, 2010).
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Nella pratica veterinaria si usa 1’estratto dei fiori e I’infuso di elicriso in caso di
affezioni epatiche acute croniche ed affezioni cistiche.

Fin dall'antichita elicriso si usa per I’ aromatizzazione di bevande, come spezia
e per la produzione di un olio etereo. Ogni anno in Francia ottengono fino a 100 kg

dell’olio etereo per I’industria dei profumi (Vojtkevich, 1999).

1.2. | gruppi principali delle sostanze biologicamente attive nelle

piante studiate

Il valore terapeutico delle piante medicinali ¢ determinato dalle sostanze
biologicamente attive, che entrano nella composizione delle piante e che possono
influire sui processi biologici nell’organismo (Muraveva et al., 2002). Dal punto di
vista medico-farmaceutico e tecnologico i prodotti delle piante si suddividano in
sostanze attive, sostanze di supporto e in sostanze non utili. In alcuni casi gli stessi
prodotti possono essere non utili oppure essere le sostanze attive (per esempio,
enzimi, pectine e tannini). La suddivisione dipende dalla materia prima vegetale e dei
farmaci prodotti da essa (Minina et al., 2004).

Le sostanze attive (0 biologicamente attive) sono i composti che hanno un
effetto terapeutico specifico sull’organismo umano. La loro presenza determina il
valore di ogni tipo di farmaco (Minina et al., 2004). Molto spesso le sostanze
biologicamente attive sono metaboliti secondari, i cui gruppi principali sono tre:
alcaloidi, terpeni e composti fenolici. Ognuno di questi gruppi ¢ composto da alcune
migliaia di sostanze ed ¢ suddiviso in numerosi sottogruppi. I metaboliti secondari
nelle piante non sono mai presenti in forma “pura”, di regola, entrano a far parte di
miscele complesse. Le miscele simili come composizione e la loro localizzazione
nella piante fanno si che molto spesso hanno un proprio nome storico (Ermakov et
al.; 2005).
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Gli oli essenziali, di regola, sono le miscele degli isoprenoidi evaporabili
(mono- e sesquiterpeni).

Le resine sono costituite principalmente dai diterpeni.

Le gomme sono composte in prevalenza da polisaccaridi, ma spesso nella loro
composizione sono anche contenuti alcaloidi e composti fenolici (Ermakov et al.,
2005).

Sostanze diverse possono poi avere un forte effetto stimolante o inibente sulla
crescita delle piante superiori e sui microorganismi. Alcune si usano ampiamente in
medicina per il controllo di protogeni (Kretovich, 1980).

| prodotti del metabolismo primario sono: proteine, acidi nucleici, carboidrati e
lipidi.

Le proteine e gli amminoacidi delle piante medicinali hanno un effetto non
specifico sul paziente. Influiscano sulla sintesi delle proteine, creando le condizioni
per ’aumento della sintesi dei corpi immuni che porta alla crescita delle difese
dell’organismo. La sintesi migliorata delle proteine comprende anche la sintesi
intensificata di enzimi per il miglioramento del metabolismo. Le ammine biogene e
gli amminoacidi svolgono il ruolo importante nella normalizzazione dei processi
nervosi (Kretovich, 1980; Severin, 2004).

Al momento presente non abbiamo sostanze di origine vegetale, I’utilizzazione
delle quali sarebbe determinata principalmente dalla presenza di specifiche proteine.
Tuttavia, ¢ possibile che in futuro proteine vegetali modificate possono essere
utilizzate come agenti per la regolazione del metabolismo nell’organismo umano. Per
esempio, gli scienziati hanno studiato il ruolo delle lectine proteiche nella attivita
antitubercolare degli estratti (Nazarova et al.,2008; Sukhenko, 2010; Sukhenko,
2011).

| prodotti del metabolismo secondario sono molti popolari nella medicina
moderna. Questo ¢ spesso dovuto ad un effetto farmacologico tangibile e

sorprendente.
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1.2.1.Caratteristiche e funzioni dei terpeni e dei terpenoidi

| terpeni sono comuni nelle piante medicinali; costituiscono un gruppo
omogeneo biologicamente ed una famiglia di composti strettamente correlati. |
terpenoidi sono composti correlati ai terpeni e possono includere eteroatomi quali
I'ossigeno e avere una diversa disposizione strutturale Lo scheletro carbonioso di tutti
1 terpeni ¢ costituito da elementi isoprenoidi ramificati (metilbutadieni):
CH,=C(CHj3)-CH=CHj,, e contiene (a seconda della complessita della struttura dei
singoli derivati) un numero multiplo dell’unita a cinque atomi di carbonio originato
da un precursore comune, 1’ isopentenil difosfato (0 isopentenil pirofosfato)
(Muraveva et al., 2002; Cseke et al., 2006; Yakovlev et al, 2006).

Sono commercialmente importanti per il loro largo impiego in un numero assai
elevato di prodotti industriali, come aromi, prodotti farmaceutici, fragranze
insetticide e composti antimicrobici. Nella natura svolgono il ruolo importante
nell’interazione delle piante con ’ambiente, con altre piante, con insetti ed animali
(Ilusia et al., 1996; Pichersky et al., 2002; Bernath., 2006; Cheng et al., 2007;
Zwenger et al., 2008). I terpeni si usano in vari settori dell’agricoltura. Villalba con i
coautori, studiando le pecore, ha proposto per una loro piu alta produttivita di
aumentare il consumo di terpeni incrementando la quantita di cereali nella loro dieta.
Hanno, inoltre, dimostrato che i terpeni possono influire sulle piante. Infine i terpeni
possiedono effetti antimicrobici (Islam et al., 2003). Questo ¢ importante a causa
dell’aumento dei batteri resistenti agli antibiotici che si verifica su scala globale e con
alta velocita. L’aggiunta di terpeni nel mangime pud sostituire I’uso dei comuni
antibiotici con conseguente rallentamento della capacita di resistenza dei batteri agli
antibiotici medesimi (Zwenger et al., 2008).

Le funzioni di alcuni terpeni nelle piante sono state ben studiate e possono
essere collocate fra i composti del metabolismo primario, piuttosto che fra le sostanze

del metabolismo secondario. Per esempio, fitormoni quali 1’acido abscissico ¢ le
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gibberelline sono rispettivamente sesqui- e diterpeni; il sitosterolo, un componente
importante delle membrane vegetali, ha origine da triterpeni (C-30 composti), mentre
I carotenoidi sono derivati di tetraterpeni (Medvedev, 2004; Hopkins, 2008). La
maggior parte dei vari terpeni delle piante sono perd metaboliti secondari e
proteggono le piante in quanto tossici e repellenti per la maggior parte degli insetti e
di alcuni animali erbivori (Medvedev, 2004).

L’influenza di alcuni terpeni sui microorganismi si ¢ iniziata a Studiare
seriamente a partire dagli anni 80 (Andrews et al., 1980). Gli oli vegetali, che
contengono i terpeni, hanno dimostrato la capacita di sopprimere alcuni tipi di batteri
in esperimenti in vivo. Per esempio, I’olio di canella ha un ampio spettro di attivita
contro Pseudomonas aeruginosa (Prabuseenivasan et al., 2006). La composizione dei
terpeni puo variare a seconda del tipo della pianta. Per esempio, John e coautori
(2007) hanno estratto gli oli vegetali dalla Neolitsea foliosa, che hanno proprieta
antibatteriche, ed i terpeni ivi contenenti sono sesquiterpeni (B-cariofilleni), ma non
sono presenti i monoterpeni.

| terpeni sono parte importante di molte piante medicinali e di materiali che
contengono oli essenziali, resine e balsami, glicosidi cardiaci, saponine steroidiche,
glicosidi amari, carotenoidi, gomma (Muraveva et al., 2006).

Gli oli essenziali sono miscele liquide volatili di sostanze organiche, prodotte
dalle piante e composti da vari composti organici, principalmente da terpenoidi
(composti ossigenati dei terpeni), e pitu raramente da composti aromatici ed alifatici.
Fra questi si ritrovano gli idrocarburi, gli alcoli, i chetoni, le aldeidi, i fenoli, i lattoni,
gli acidi, gli eteri, esteri, ecc (Grinkevich et al., 1990; Medvedev, 2004; Hopkins,
2008). Per la volatilita e la proprieta di essere distillati in corrente di vapore di acqua
sono chiamati “essenziali” e “oli” per la consistenza simile agli oli vegetali. Tuttavia
la composizione chimica e le proprieta fisiche degli oli essenziali sono
completamente diverse da quelle degli oli grassi vegetali.

Gli oli essenziali conosciuti attualmente sono piu di mille.
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Tuttavia, 1 composti terpenici predominanti appartengono alle sottoclassi di
monoterpenoidi, sesquiterpenoidi, diterpenoidi occasionalmente, ma abbastanza
comunemente, con [’aggiunta di “terpenoidi aromatici” e di fenilpropanoidi
(Yakovlev et al., 2006). Secondo questo criterio gli oli essenziali possono essere
divisi nei gruppi che contengono: 1) monoterpeni aciclici; 2) monoterpeni
monociclici; 3) monoterpeni biciclici; 4) sesquiterpeni; 5) composti aromatici
(Muraveva et al., 2002).

Gli oli essenziali spesso contengono anche composti alifatici (grassi). Tra
questi ricordiamo: idrocarburi (eptano, ecc), alcoli (alcol isoamilico, alcol
undecilico), aldeidi e chetoni (aldeide isovalerica, metileptilchetone, ecc), acidi
(angelico, ecc) (Muraveva et al., 2002; Yakovlev et al., 2006).

Le piante, contenenti oli essenziali, sono ben rappresentate nella flora
mondiale. Le piante, ricche degli oli essenziali, particolarmente sono nei tropici e nei
climi secchi subtropicali. In grande quantita gli oli essenziali sono in piante delle
famiglie delle Labiatae, Umbelliferae, Cupressaceae, Brassicaceae, Myrtaceae,
Rosaceae, Rutaceae, Compositae, Pinaceae.

Nelle piante gli oli essenziali possono essere accumulati in fiori, frutti, foglie,
scorza, organi sotterranei, legno (Muraveva et al., 2002; Medvedev, 2004; Yakovlev
et al., 2006; Oussalah et al., 2006; Hopkins, 2008). La quantita degli oli essenziali
nelle piante varia da quantita centesimali fino al 20%. Diversi tipi delle piante hanno
raramente composizione uguale degli oli. La fase della vegetazione, fattori naturali ed
agricoli (latitudine geografica, insolazione, umidita, altitudine, ecc) (Vickanova et al.,
1971) influenzano la presenza e la composizione degli oli essenziali,

Le piante con oli essenziali si usano in medicina ed anche in altri settori della
economia nazionale: profumeria, industria alimentare, industria di sapone, industria
di cosmetici, industria liquoristica, ecc.

Gli oli essenziali possono avere anche attivita antibatterica. Molti studi di

laboratorio hanno dimostrato 1’alta efficienza dell’olio essenziale contro agenti



29

patogeni alimentari e contro i batteri che causano il deterioramento degli alimenti
(Smith-Palmer et al., 1998, Hammer et al., 1999;. Elgayyar et al., 2001; Dorman et
al., 2002). J. Gutierrez e i coautori (2008) hanno studiato le proprieta antimicrobiche
degli oli essenziali di alcune piante nei confronti dei ceppi di Bacillus cereus ATCC
11778, Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes 1L323 e Pseudomonas

aeruginosa.

1.2.2. Glicosidi: proprieta e metodi per la loro estrazione

I glicosidi sono una forma diffusa di molte sostanze naturali (eterosidi). Sono
prodotti con struttura pit o0 meno complessa, caratterizzati da una parte zuccherina,
detta glicone, legata ad una non zuccherina, detta aglicone o genina. Gli zuccheri
nella struttura dei glicosidi sono ciclici.

La forma ciclica del glucosio ha dei gruppi OH di tipo alcolico ed un gruppo
OH diverso dovuto alla formazione di un derivato emiacetalico durante la
ciclizzazione (reazione del gruppo aldeidico con un gruppo OH alcolico). L’idrossile
emiacetalico ¢ piu reattivo degli altri idrossili ed € coinvolto nella formazione del
legame glicosidico. Si ottengono quindi dei composti acetalici che sono idrolizzati
facilmente degli acidi e di solito sono stabili in ambiente alcalino.

Se le reazioni del gruppo zuccherino con 1’aglicone si realizzano mediante un
atomo di ossigeno, che ¢ la reazione pit comune, tali glicosidi sono chiamati O-
glicosidi. Pero la parte zuccherifera pud essere anche collegata attraverso atomi di
carbonio, zolfo o azoto. In questo modo a seconda della natura degli atomi legati
distinguiamo: O-glicosidi, C-glicosidi, S-glicosidi e N-glicosidi.

Gli O-glicosidi sono molti frequenti in natura. La loro diversita dipende dalla
natura dell’aglicone e dalla struttura del componente zuccherino, che puod essere a

seconda del numero di strutture zuccherine un mono-, bi-, tri- o oligo saccaride.
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A seconda poi della forma tautomerica dei monosaccaridi si distinguano i
glicopiranosidi (anello esagonale) e i glicofuranosidi (anello pentagonale).

A seconda della a- o p-configurazione dell’idrossile emiacetalico del
monosaccaride che permette il collegamento con I’aglicone si distinguono a- e B-
glicosidi.

Per la natura del componente zuccherino si distinguono pentosidi (arabinosidi,
xilosidi, ecc). Come residuo zuccherino ci possono essere anche gli acidi uronici
(glucuronico, galatturonico, ecc) (Kretovic, 1980).

La grande varieta di O-glicosidi ¢ condizionata della natura dell’aglicone, che
puo essere un gruppo alchilico semplice (per esempio metile ottenendo cosi un
metilglucoside) o un gruppo molto complesso. La classificazione dei glicosidi si basa
sulla struttura chimica dell’aglicone. Tra 1 glicosidi che hanno come aglicone un
terpenoide (isoprenoido), distinguiamo come importanti prodotti farmacologicamente
attivi:

1)  glicosidi cardioattivii, i cui agliconi sono derivati del 1,2-
ciclopentanoperidrofenantrene (steroidi cardiotonici, steroidi);

2)  saponine che sono glicosidi con la struttura triterpenica o steroidale;

3)  glicosidi amari, i cui agliconi sono composti monoterpenici (iridoidi).

Sotto forma di glicosidi in natura abbiamo anche sostanze di altre classi di
composti (glicoalcoloidi, antraglicosidi e molte sostanze fenoliche) (Severin E.S.,
2004).

I glicosidi si trovano nelle diverse parti delle piante. Sono sciolti nella linfa
cellulare e possono essere rilevati con specifiche reazioni microchimiche. I glicosidi,
isolati dalle piante in forma pura, sono in gran parte sotto forma cristallina. Nella
forma cristallina non sono ottenute solo alcune saponine.l glicosidi sono solubili in
acqua e piu difficilmente in etanolo e quasi insolubili nei solventi organici apolari
(etere, ecc), sono fatti precipitare da una soluzione di piombo acetato, da acqua di

barite, da una soluzione di tannino (Minina et al., 2004).
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I glicosidi hanno una maggiore mobilita e reattivita rispetto alle stesse sostanze
nella forma non glicosilata. La sintesi ed idrolisi dei glicosidi nella cellula vegetale
sono catalizzate da enzimi quali glicosidasi, galattosidasi, fruttosidasi, ecc.

I glicosidi sono idrolizzati anche da acidi e alcuni di loro durante la bollitura
con acqua. Questo non succede ai C-glicosidi che sono resistenti all’idrolisi (Minina
S.A., Kauhova I.E., 2004).

La labilita dei glicosidi richiede attenzione nel trattare materie prime
medicinali, contenenti glicosidi, nel processo di raccolta, essiccazione e stoccaggio.
L’idrolisi enzimatica dei glicosidi inizia con ’atrofia della piante, pertanto le materie
prime raccolte devono essere asciugate al piu presto. Non € conveniente tenerle in un
mucchio, perché questo porta ad un auto-riscaldamento della massa fresca e la
creazione delle condizioni ottimali per I’azione degli enzimi. L’essiccazione deve
essere veloce a 50-70 °C. L’essiccazione lenta puo causare 1’idrolisi graduale dei
glicosidi cardioattivi, quando dai glicosidi primari iniziano gradualmente a separarsi
molecole di monosaccaridi, formando glicosidi con impoverimento della parte
zuccherina che dimostrano, di regola, effetti farmacologici differenti. Piu alto ¢ il
quantitativo di zucchero migliore ¢ la solubilita, quindi piu facile I’ assorbimento dei
glicosidi. Anche se lo stoccaggio ¢ nei condizioni di alta umidita, Pattivita degli
enzimi riprende con conseguente idrolisi dei glicosidi. | glicosidi che sono stati
ottenuti da piante diverse hanno attivita antitubercolare (Barnes et al., 2003), attivita
antiossidante (Raj, 2012), antimicrobica (Polombo et al., 2001; Rojas et al., 2003;
Motlhanka et al., 2010), fungicida (Hsu et al., 2009; Motlhanka et al., 2010; Wang et
al., 2012), antivirale (Ouyang et al., 2007).

1.2.3. Caratteristiche e funzioni delle saponine

Le saponine sono dei glicosidi con attivitd emolitica e superficiale (detergenti)

ed anche tossicita per gli animali a sangue freddo. Sono generalmente composti
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incolori, pit o meno facilmente solubili in acqua. Le loro soluzioni acquose o
I’estrazione dalle materie prime sotto agitazione porta a formazione di schiume
abbondanti e resistenti che hanno fatto si che all’inizio del secolo scorso queste
sostanze sono state chiamate saponine (dal latino Sapo - sapone). Le saponine si
sciolgano in etanolo e metanolo diluiti (60-70%) a freddo, e negli alcoli concentrati
(80-90%) solo mediante riscaldamento ma riprecipitano per raffreddamento, sono
insolubili in etere, cloroformio, acetone, benzene ed altri solventi organici. Alcune
saponine non hanno la totalita delle caratteristiche sopra elencate. Alcune di loro sono
insolubili in acqua, altre non mostrano alcuna attivita emolitica, ecc (Minina et al.,
2004).

A seconda della struttura dell’aglicone (sapogenina) si distinguono le saponine
steroidee e quelle triterpeniche. La parte zuccherina delle saponine pud contenere da
1 a 11 monosaccaridi. I pit comuni sono: D-glucosio, D-galattosio, D-xilosio, L-
ramnosio, L-arabinosio, alcuni D-acidi come I’acido D-galatturonico e 1’acido D-
glucuronico. Si possono formare catene lineari o ramificate con legami tra gruppi
ossidrilici o carbossilici dell’aglicone (Yakovlev et al.., 2006).

Le saponine steroidee sono un gruppo ampio di composti naturali. La
particolarita della struttura delle sapogenine steroidee ¢ la presenza di un atomo di
ossigeno legato al C-16, e talvolta anche nelle posizioni 1,2,5 ¢ 12 (Muraveva et al.,
2002).

La maggior parte di esse hanno un gruppo spirochetale per 1’ossidazione della
catena laterale di otto atomi di carbonio che coinvolge il gruppo 16-OH. Molte
sapogenine nelle posizioni 5,6 hanno un doppio legame. In dipendenza
dell’orientamento dell’anello spirochetalico le saponine steroidee sono suddivise in

composti di tipo “normale” o “iso” (fig.1).
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Fig. 1. Le saponine steroidee in forma “normali” 0 “iso”

Le saponine steroidee hanno come caratteristica la capacita di formare con gli
alcoli superiori (in particolare, colesterolo) dei composti complessi, insolubili in
acqua, ma solubili in etanolo. In altre propricta (la formazione di schiuma, emolisi di
eritrociti) le saponine steroidee non differiscono dalle triterpeniche (Muraveva et al.,
2002).

La struttura steroidale delle sapogenine pud essere confermata con Ia
spettroscopia IR dopo I’isolamento delle saponine dalle materie prime e la loro
I’idrolisi.

Le saponine steroidee sono tipiche nelle piante delle seguenti famiglie:
Liliacee, Amaryllidacee, Dioscoreacee, Schophulariacee, ma si trovane anche nelle
piante di altre famiglie: Fabacee, Zygophyllacee, Ranunculacee, Solanacee. Non sono
tossiche per gli animali a sangue caldo, ma uccidano gli animali a sangue freddo, per
esempio,i pesci. Le saponine steroidee sono importanti come materie prime a basso
costo per la sintesi di ormoni steroidei.

Le saponine triterpeniche hanno spesso la formula generalizzata CzyHyg. Piu
Spesso sono composti pentaciclici e raramente composti tetraciclici. Ci sono anche
saponine triterpeniche con agliconi, che hanno la struttura di triterpene tetraciclico.

La maggior parte delle saponine triterpeniche con la struttura pentaciclica ¢ di
tipo B-amirina che si basa sullo scheletro di carbonio dell’oleonino. Possono essere

presenti oltre ai gruppi ossidrilici anche altri gruppi funzionali : carbossili , lattoni,
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esteri, ¢ gruppi carbonilici. 11 doppio legame ¢ pit comunemente nelle posizione 12-
13.

Il gruppo carbossilico, se presente , si trova piu frequentemente legato a C-28.
Questo si osserva nei composti il tipo di B-amirina ¢ il tipo di a-amirina (acido
ursolico). Pero anche altri atomi di carbonio possono avere un gruppo carbossilico.

Certe sapogenine possono avere contemporaneamente gruppi funzionali
diversi, per esempio, I’acido glicirretico contiene 1 gruppi OH a C-3, O- a C-11 ¢
COOH a C-30.

Nella composizione della parte zuccherina delle saponine triterpeniche entrano
I monosaccaridi, trovati generalmente nelle piante: D- glucosio, D-galattosio, D-
xilosio, acidi D- glucuronicoi ¢ D-galatturonico, L-arabinosio, L- ramnosio, L-
fucosio.

Nella catena del carboidrato ci possono essere da 1 a 10 monosaccaridi diversi,
caratterizzati dal punto di giunzione ¢ dal tipo di legame. Molte sapogenine hanno le
due catene di zucchero libere (spesso nelle posizioni 3 e 28). La catena di zucchero di
alcune saponine triterpeniche € ramificata (es. gipsosida) e la ramificazione si verifica
nel monosaccaride, direttamento collegato con I’aglicone. La catena zuccherina si
trova generalmente in C-28 e talvolta in C-16.

Le proprieta fisico-chimiche delle saponine triterpeniche cambiano in ampi
limiti. Sono principalmente sostanze amorfe che non hanno una temperatura di
fusione tipica (di solito con decomposizione). Nella forma cristallina sono stati
ottenuti solo singoli membri che consistevano in non piu di 4 residui di
monosaccaridi. Con la quantita dei monosaccaridi aumenta la solubilita in acqua e in
altri solventi polari. Le saponine con 1-4 residui di monosaccaridi risultano poco
solubili in acqua.

Le saponine triterpeniche possono essere composti neutri o acidi. La natura

acida ¢ dovuta alla presenza di gruppi carbossilici, presenti nella molecola della
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sapogenina e negli acidi uronici, se questi ultimi entrano a far parte dello zucchero
della sapogenina.

Le sapogenine triterpeniche pentacicliche sono ampiamente distribuite nel
mondo vegetale. Secondo gli ultimi dati vi appartengono non meno di 70 famiglie e
piu di 150 generi. La maggior parte dei generi triterpenici sono in Fabacee,
Sapotacee, Caryophyllacee, Asteracee, Araliacee, Primulacee, Poligalacee, Apiacee,
Laminacee, ecc.

I glicosidi triterpenici, trovati in quasi tutti gli organi vegetali, ¢ presumibile
che partecipino ai processi biochimici delle piante. Evidentemente le saponine
triterpeniche influenzano la permeabilita delle cellule vegetali a causa della loro
attivita superficiale. Si ¢ trovato che opportune concentrazioni di alcune specifiche
sapogenine accelerano la germinazione delle sementi, la crescita e lo sviluppo delle
piante, mentre soluzioni piu concentrate, al contrario, ostacolano questi fenomeni; il
loro effetto somiglia quindi a quello degli ormoni della crescita (il meccanismo
d’effetto diverso) (Muraveva et al., 2002; Astuti et al.,2011).

La maggior parte delle saponine triterpeniche si accumula negli organi
sotterranei: tuberi, rizomi, radici. Si trovano nella linfa cellulare e il loro contenuto
puo essere fino a 20% (per massa secca delle materie prime). Nell caso di elevato
contenuto di saponine triterpeniche si evidenziano il microscopio in forma dei grumi
incolori ed informi nelle cellule.

Le saponine trovate non solo nelle radici ma anche nelle foglie (Yongmok et
al., 2009) hanno effetto antimicrobico, antibatterico ed antivirale (Harborne, 1973).
Le saponine stimolano la formazione del collagene, proteina che ha un ruolo
importante nel processo di cicatrizzazione delle ferite (Suratman et al., 1996), Le
saponine isolate hanno mostrato effetti diversi, come anti-tumorali, anti- colesterolo,
immunomodulanti, antibatterici (Attele et al., 1999), antiossidanti (Blumert et al.,
2003) e capaci di favorire 1’abbassamento del rischio delle malattie coronariche del

cuore (Achinrwhu, 1983). Molte saponine usate come farmaci dalla etnomedicina
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possono essere trovate come metaboliti secondari nelle piante medicinali (Astuti et
al., 2011).

La crescente importanza delle saponine triterpeniche in medicina ed in altre
branche dell’economia nazionale richiede 1’incremento alle ricerche scientifiche per
lo studio del loro contenuto nelle piante (a secondo della loro importanza applicativa)
in funzione delle fasi di vegetazione e dei fattori ambientali. Queste piante sono in
particolare le specie di liquirizia (Glycyrrhiza) ed alcuni membri di Araliacee,
Caryophyllacee e Cucurbitacee.

L’ampio spettro degli effetti farmacologici delle saponine triterpeniche ¢ il
motivo del loro uso (come pure quello delle piante che le contengono) per il
trattamento di varie malattie (Attele et al., 1999; Uematsu et al., 2000; Muraveva et
al., 2002; Yakovlev et al., 2006; Yucekutlu et al., 2008; Astuti et al., 2011). Tutti i
farmaci, contenenti saponine triterpeniche, sono usati, di solito, per via enterale,
perché in questo caso la loro attivita emolitica non ¢ mostrata. Inoltre, in presenza
delle saponine, altri farmaci potranno essere assorbiti piu facilmente. Le proprieta
emulsionanti delle saponine sono ampiamente utilizzate per la stabilizzazione dei vari
sistemi dispersi (emulsioni, sospensioni) (Muraveva et al., 2002; Yakovlev et al.,
2006; Price et al.,1987; Konoshima et al., 1995; Burger, 1998).

La possibilita delle saponine triterpeniche e delle materie prime che le
contengono di formare schiume permette un loro utilizzo nell’industria alimentare
durante la preparazione di khalva, dolciumi e bevande effervescenti (Muraveva et al.,
2002; Medicinale..., 2006; Konoshima et al., 1995; Burger, 1998; Sparg et al., 2004;
Ceyhun et al., 2010). Grazie alle proprieta emulsionanti, le saponine hanno azione

detergente ma si distinguono dai saponi.
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1.2.4. I flavonoidi: classificazione, proprieta e funzioni

| flavonoidi sono un gruppo numeroso dei composti biologicamente attivi
derivati del benzo-y-pirone, che si basano su uno scheletro, costituito da Cs-C3-Cg
atomi di carbonio (Grinkevich et al., 1983) (fig.2):

Fig.2 Struttura di flavonoidi

Il nome deriva dalla parola latina “flavus” — giallo, perché i primi flavonoidi
ricavati dalle piante erano gialli.

I flavonoidi sono ampiamente diffusi nelle piante superiori e raramente nei
microorganismi e negli insetti.

Circa il 40% dei flavonoidi vengono dal gruppo dei derivati flavonoli, un po
piccolo ¢ il gruppo dei derivati flavonici; flavononi,calconi, auroni si riscontrano
invece raramente.

Le piu ricche di flavonoidi sono le piante delle specie Fabacee, Asteracee,
Apiacee, Lamiacee, Rosacee, Poligonacee, Betulacee, Rutacee, ecc. Nelle piante i
flavonoidi si localizzano prevalentemente in fiori, foglie e frutti, raramente in radici e
steli; il contenuto dei flavonoidi nelle piante varia dallo 0,5 al 30%. In genere i
flavonoidi nelle piante si trovano nella linfa cellulare. La concentrazione massima dei
flavonoidi ¢ nelle parte sopraelevate delle piante durante il germogliamento e la
fioritura (Grinkevich et al., 1983).

I flavonoidi sono divisi in sei sottoclassi, a seconda del grado di ossidazione

dell’anello piranico centrale: i flavoni, i flavononi, gli isoflavoni, le antocianidine, e i
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flavonoli (catechine e proantocianidine). Piu di 4000 flavonoidi sono stati identificati
nelle piante, e ’elenco cresce costantemente. Cio ¢ dovuto alla possibile € numerosa
varieta di sostituenti ed al fatto che alcuni sostituenti (in particolare i gruppi
ossidrilici) possono essere a loro volta modificati mediante glicosilazione o
acilazione, cosi da creare struttura ancor piu complesse (D’Archivio et al., 2007) (fig.

3).

OH
Flavonols Flavones
# OH
HO 0 -
|
| OH
OH 0
Quercetin
Flavanones Isoflavones
# OH
HO 0 S HO 0

OH 0O 0 \\

Naringenin Daidzein

Flavanols

Cyanidin Catechins

Fig. 3 Classificazione dei flavonoidi

I flavonoli hanno il doppio legame tra C, ¢ Cs con il gruppo ossidrile nella
posizione Csz. Rappresentano il tipo dei flavonoidi pit comune nei prodotti di

alimentazione con la quercetina come composto piu diffuso. Le fonti principali dei
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flavonoli sono: cipolla (fino a 1,2 g/kg di peso fresco), cavolo, porro, broccoli e
mirtillo (D’ Archivio et al., 2007). E importante notare che la biosintesi dei flavonoli &
stimolata della luce, cosi si accumulano nei tessuti ricoprenti ed aerei dei frutti. E
interessante che la differenza di concentrazione puod osservarsi tra 1 frutti sull’albero
ed anche tra le diverse parti del frutto, a seconda dell’effetto della luce solare.

I flavoni hanno un doppio legame tra C, e C3 € sono un piccolo gruppo dei
flavonoidi. Il prezzemolo e il sedano sono le uniche importanti fonti dei flavoni. La
buccia dei frutti contiene una grande quantita dei flavoni polimetossilati, per esempio,
nella buccia di mandarino il loro contenuto ¢ fino a 6,5 g/l nell’olio essenziale
(D’ Archivio et al., 2007).

| flavanoni si caratterizzano per la presenza della catena tricarbonica satura ¢
I’atomo di ossigeno a Cy4. Si glicosilano fino a un disaccaride in posizione Csg. |
flavanoni sono in concentrazioni elevate solo negli agrumi, ma si trovano anche nei
pomodori ed alcune piante aromatiche come la menta (D’ Archivio et al., 2007).

Gli isoflavoni sono strutturamente simili agli estrogeni, cio¢ hanno i gruppi
ossidrilici in posizione C; e C4, come nella molecola dell’ estradiolo. Gli isoflavoni
possono essere legati ai recettori dell’estrogeno ¢ sono classificati come fitoestrogeni.
Gli isoflavoni si trovano esclusivamente nei legumi (D’ Archivio et al., 2007).

Gli antociani sono i pigmenti solubili in acqua che causano 1 colori rosso, blu,
violetto della maggior parte di frutti, verdure, fiori ed altri prodotti vegetali. Sono
principalmente sotto forma di glicosidi i cui agliconi sono chiamati antocianidine,
con i gruppi zuccherini in posizione 3 dell’anello C o in posizione 5-7 dell’anello A.
Piu raramente si ha la glicosilazione anche nelle posizioni 3'-, 4'- e 5'-posizioni
dell’anello B. I gruppi zuccherini possono essere acilati con acidi aromatici o
alifatici; I’agente acilante pit comune ¢ 1’acido cinnamico (D’ Archivio et al., 2007).

| flavanoli contengono le catene tricarboniche sature con il gruppo idrossilico

legato al terzo atomo di carbonio. Esistono nella forma di monomeri e polimeri
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(catechine e proantocianidine). A differenza di altre classi dei flavonoidi, 1 flavanoli
sono glicosilati negli alimenti (D’ Archivio et al., 2007).

I flavonoidi in forma pura sono composti cristallini con una specifica
temperatura di fusione, sono di colore giallo (flavoni, flavonoli, calconi, ecc), o sono
incolori (isoflavoni, catechine, flavanoni, flavanoli), o di colore rosso o blu
(antociani) a seconda del pH. In ambiente acido hanno le sfumature dei colori rosso o
roseo; in ambiente alcalino blu (Grinkevich et al., 1983).

Gli agliconi dei flavonoidi si sciolgano in etere etilico, acetone, alcoli € sono
praticamente insolubili in acqua. I glicosidi di flavonoidi contenenti piu di tre residui
zuccherini si sciolgono in acqua e sono insolubili in etere e cloroformio (Grinkevich
etal., 1983).

Gli agliconi ed i glicosidi dei flavonoidi sono inodori; alcuni di loro hanno
Sapore amaro.

I glicosidi dei flavonoidi mostrano attivita ottica. Una delle caratteristiche dei
glicosidi flavonoidi ¢ la possibilita di idrolisi ma le condizioni di reazione sono
diverse per i diversi gruppi di flavonoidi. Cosi, i flavono-3-glicosidi sono facilmente
idrolizzati a caldo con minime quantita di acidi minerali (0,1-1%), i flavono-7-
glicosidi sono idrolizzati a caldo con acidi minerali in quantita maggiore (5-10%) in
qualche ora. I C-glicosidi dei flavonoidi non si idrolizzano mediante 1’uso di enzimi o
di acidi diluiti; la loro idrolisi si realizza utilizzando la miscela di Kiliani (miscela
degli acidi cloridrico e acetico concentrati).

I flavonoidi, secondo un certo numero degli autori, hanno diversa attivita
fisiologica, per questo si chiamano anche bioflavonoidi. Alcuni autori hanno trovato
le seguenti attivita dei flavonoidi: antispastica, capacita di rafforzamento dei capillari,
antiulcera, coleretica, diuretica, antitumorale, ipoazotemica, antiipossiemica,
antibiotica. Per la maggior parte delle suddette attivita si parla di effetto della
vitamina P (aumento dell’elasticita, fragilita ridotta, permeabilita delle pareti

capillari). Questa proprieta ¢ piu spiccata nei flavoni e flavanoni, sopratutto nella
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rutina. Per I’attivita biologica ¢ richiesta la presenza di due gruppi ossidrilici nelle
posizioni 3’ e 4’ del radicale fenilico. In combinazione con 1’acido ascorbico i
flavonoidi hanno effetto anti-inflammatorio e vengono prescritti per il trattamento
delle infezioni delle vie respiratorie, per I’ influenza, per malattie da radiazione, ecc.
Molti composti flavonoidi hanno effetti antimicotici, antimicrobici, antivirali. Gli
iIsoflavonoidi hanno attivita estrogenica (Prikhodko et al., 1975; Grinkevich et al.,
1983; Georgievskij et al., 1990; Minina et al., 2004; Muraveva et al., 2002; Yakovlev
et al., 2006; Peterson et al., 1998; Ricciuti et al., 2002; Firenziuoli et al., 2004,
D’ Archivio ed al, 2007; Cotton et al., 2009; Baiano et al., 2010).

1.2.5. | fitormoni: funzioni, meccanismi di azione

I fitormoni sono sostanze organiche a basso peso molecolare che si formano in
piccole quantita in alcune parti delle piante pluricellulari e funzionano in altre parti
delle piante, come regolari e coordinatori della crescita e dello sviluppo. Gli ormoni
appaiano negli organismi pluricellulari pit complessi, compreso le piante, come
molecole di regolamentazione per la realizzazione delle funzioni fisiologiche ed
essenziali, che richiedono la funzione coordinata di varie cellule, tessuti ed organi,
che sono spesso lontani gli uni dagli altri. I fitormoni influenzanol'insieme dei
processi mediante i quali si compie lo sviluppo biologico (ontogenesi) delle piante
pluricellulari.

Il sistema ormonale delle piante ¢ meno specializzato in confronto di quello
degli animali. Gli ormoni degli organismi animali si formano nelle ghiandole
endocrine speciali e hanno effetti specifici a una certa distanza dal punto di sintesi.
Gli animali hanno pit ampia gamma di ormoni ed uno piu perfezionato sistema di
trasporto e regolazione delle attivitd. I fitormoni sono sintetizzati nei tessuti

dell’organismo vegetale e si trasportano in altri, provocando alterazioni funzionali di
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questi organi e tessuti. Pero, in contrasto con gli animali, nelle piante gli ormoni
possono funzionare direttamente nei posti dove si formano (Medvedev, 2004).

La specificita della risposta ormonale nei tessuti vegetali ¢ determinata
principalmente del tipo di cellule, su cui ha effetto il fitormone. L’effetto dello stesso
ormone su tessuti diversi delle piante puo dare risultati differenti. Nonostante il fatto
che ogni fitormone puo influenzare molti processi fisiologici, I’effetto di ogni
fitormone ¢ in qualche modo specifico. Dall’altra parte, nella regolazione dello stesso
processo possono partecipare piu fitormoni. Si possono formare complessi inattivi
che si conservano per lungo tempo nei tessuti. E necessario prendere in
considerazione che gli effetti fisiologici dei fitormoni dipendano dalle loro
concentrazioni e dalle condizioni ambientali in cui si trova la pianta (Kefeli, 1974;
Kretovich, 1980; Yakushina, 1980; Polevoi, 1989; Medvedev , 2004; Ermakov et al.,
2005; Taiz et al., 2002; Hopkins et al., 2008).

| gruppi dei fitormoni attualmente noti comprendano auxina, citochinina,
gibberelline, acido abscissico, etilene, brassinosteroidi, acidi salicilico € jasminico e
sistemi polipeptidici (Kefeli, 1974; Medvedev, 2004; Ermakov et al., 2005; Taiz et
al., 2002; Hopkins, 2008). I fitormoni molto raramente funzionano da soli. Anche se i
tessuti subiscono 1’azione di un fitormone, 1’effetto osservato ¢ determinato non solo
da questo fitormone, ma anche da altri ormoni endogeni. Gli ormoni principali delle
piante hanno massa molecolare che varia da 28(etilene) a 346(acido gibberellico).
Molti fitormoni ed altri regolatori della crescita delle piante sono acidi deboli.
L’acido indolacetico ¢ un derivato dell’indolo sintetizzato dal triptofano nella cima
del pollone e si sposta lungo lo stelo dall’alto verso il basso (Taiz et al., 2002;
Medvedev , 2004; Ermakov et al., 2005; Hopkins, 2008). Le citochinine sono derivati
dell’adenina, sono sintetizzate principalmente nelle punte delle radici e si
trasferiscono da 1i a tutte le parti delle piante tramite i canali di trasporto (Kefeli,
1974; Taiz et al., 2002; Hopkins, 2008). Le gibberelline sono un grande gruppo di

composti con struttura tetraciclica riconducibile a quella dei diterpeni e possono
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contenere gruppi acidi carbossilici. Sono sintetizzate in molti organi particolarmente
in quelli in forte crescita : giovani foglie, brattee, parti di fiori, sementi formate e
germogliate, ecc. La luce stimola la formazione delle gibberelline. L’acido abscissico
¢ un sesquiterpene (sostanza con 15 atomi di carbonio), derivato dal farnesolo, alcool
polinsaturo. Si forma principalmente nelle foglie ¢ nelle radici in due modi o
mediante sintesi dall’acido mevalonico o dalla disintegrazione dei carotenoidi (Taiz
et al., 2002; Hopkins, 2008). L’etilene si sintetizza dalla metionina attraverso 1’acido
1-aminociclopropano-1-carbossilico, che puo essere trasportato lungo la piante.
L’etilene si forma in tutti gli organi e tessuti, ma ¢ piu attivo nelle zone dei
meristemi, foglie invecchiate, frutti maturati, e durante situazioni di stress o trauma
(Kulaeva, 1998). Chimicamente i brassinosteroidi sono poliossisteroidi,
strutturalmente simili all’ecdisone, che ¢ un ormone della muta e della metamorfosi
degli insetti. Si ¢ accertato che il brassinolide (il primo rappresentante dei
brassinosteroidi) appartiene alla classe degli steroidi ed ha la struttura lattonica del
ciclo B, unica per questa serie, ed € caratterizzato da una giunzione trans tra gli anelli
A e B, dalla presenza nella catena laterale di un sistema 22R, 23R diolico ¢ anche da
un gruppo a-cis-diolo nel ciclo A. Subito dopo la scoperta del brassinolide 1 da fonti
vegetali diverse, sono stati individuati altri rappresentatori dei brassinosteroidi che
differiscono gli uni dagli altri nella struttura ¢ nel livello di attivita biologica. Per
molti brassinosteroidi si osservano gli stessi sostituenti nello scheletro steroidale e
nella catena laterale del brassinolide 1 (Egorov, 2007; Russinova et al., 2004;
Russinova et al., 2011; Gudesblat et al., 2012). | brassinosteroidi hanno una gamma
molto ampia di attivita biologica e possono influenzare diversi processi fisiologici
nelle piante. Questi effetti rendano possibile la stimolazione per stiramento e
scissione delle cellule. Tali effetti, legati alla crescita delle cellule e I’accumulo di
biomassa, sono tipici dei brassinosteroidi e si ritrovano in piante diverse (Egorov,

2007; Egorov, 2012).
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[ fitormoni controllano tutte le fasi dell’ontogenesi delle piante. La scissione
delle cellule, che ¢ la base dei tutti processi di crescita e morfogenesi, ¢ controllata da
auxine e citochinine; per questo la mancanza completa di questi fitormoni ¢ letale per
le piante. La forma generale (architettura) della piante ¢ determinata dalle auxine e
citochinine, ma anche dalle gibberelline. Le auxine inibiscono la crescita delle
gemme laterali (dominanza apicale), mentre le citochinine sono responsabili della
ramificazione (Magnus et al., 1999; Ferro et al., 2007; Pandey et al., 2011; Nakayama
et al., 2012). Le gibberelline migliorano la crescita delle piante, attivando i meristemi
apicali ed intercalari (Han et al., 2010). I brassinosteroidi hanno le attivita delle
gibberelline e delle auxine (Egorov, 2007; Egorov, 2009; Egorov, 2010). Le auxine
contribuiscono alla formazione delle radici, determinano le flessioni adattive della
pianta in conformita della direzione della luce o del vettore della forza di gravita
(foto- e geotropismo). La formazione dell’apparato della fotosintesi e la traspirazione
delle piante sono regolate dagli ormoni-antagonisti, le citochinine e 1’acido
abscissico. Le citochinine provocano la differenziazione dei cloroplasti e 1’apertura
degli stomi, mentre I’acido abscissico inibisce entrambi processi. Per molte piante
fitormoni diversi (gibberelline, citochinine, etilene) sono induttori o stimolatori della
fioritura. La partecipazione successiva dei fitormoni € necessaria per la formazione
normale dei frutti ¢ dei semi. La formazione dell” ovario ¢ la crescita dei frutti &
stimolata dalle auxine, gibberelline e citochinine, prodotte dagli ovuli o dai semi. La
maturazione ¢ la caduta dei frutti e anche delle foglie ¢ dovuta all’ etilene e all’ acido
abscissico. Fattori negativi sulle piante causano 1’aumento della quantita di etilene e
la scarsita di acqua provoca la formazione dell’acido abscissico (Ikram et al., 2004;
Tayal et al., 2008; Scheller et al., 2011). Citochine, gibberelline, e, in alcuni casi,
etilene contribuiscono alla germinazione dei semi di molte piante e aumentano la loro
potenza germinativa. | tumori delle piante, provocati di alcuni microorganismi

patogeni  (Agrobacterium tumefaciens et al.), producono concentrazioni
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anormalmente elevate di auxine e citochinine, prodotte dai patogeni (Kulaeva,1998;
Kumar et al., 2009).

Il meccanismo della attivita dei fitormoni in termini generali, ¢ anche in molti
“dettagli” molecolari, ¢ simile a quello della attivita degli ormoni negli animali, ma ¢
stato studiato molto meno. Le cellule sensibili percepiscono 1’ormone grazie a
recettori specifici, che si trovano principalmente nella membrana plasmatica. Dopo
I’interazione con I’ormone i recettori cambiano la loro conformazione (forma
speciale) e in qualche modo trasmettano un segnale nella cellula. Come negli animali,
I trasmettitori del segnale (intermediari secondari) nella piante possono essere dovuti
a. proteinchinasi/proteinfosfatasi, diacilglicerolo, acidi fosfatidici ed acidi grassi,
calcio, nucleotidi ciclici, ossido nitrico, perossido di idrogeno. Il segnale ormonale,
lungo il percorso determinato fino alle strutture effettrici, di solito aumenta molto.
L’obiettivo finale dei fitormoni nella cellula sono i1 geni, ed a seconda del tipo di
fitormone e del tipo di tessuto, si attiva o si reprime completamente 1’uno o I’altro dei
geni sensibili (competenti). Durante I’effetto i fitormoni si formano presso i geni-
bersagli, o, al contrario, scompaioni i rispettivi enzimi. Anche se i geni sensibili sono
una piccola frazione del numero totale dei geni attivi, il cambiamento della loro
attivita ¢ in genere sufficiente per attivare o disattivare il programma metabolico
controllato dal fitormone (Medvedev, 2004; Ermakov et al.,2005; Taiz et al., 2002;
Hopkins, 2008).

Data la attivita importante e diversa sulla crescita e la morfogenesi delle piante,
1 fitormoni e 1 loro analoghi sono oggetto di studio e sono usati in biotecnologia ed
agricoltura. I fitormoni (auxine e citochinine) sono necessari per la coltivazione delle
linee cellulare e per la realizzazione delle piante transgeniche (Shevelukha et al.,
2008). Le auxine e loro analoghi spesso sono utilizzate per la prevenzione della
caduta dei frutti prima della raccolta e per il radicamento delle talee durante la
moltiplicazione vegetative delle piante (Polevoi, 1982). I produttori di etilene (cio¢ le

sostanze la cui decomposizione forma 1’etilene nei tessuti delle piante) sono utilizzati
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per accelerare la maturazione e la raccolta dei frutti, per la defogliazione del cotone,
per il rafforzamento dello scorrere del lattice dagli alberi di hevea e per molti altri
scopi (Kulaeva,1998). L’attivita di molti ritardanti (le sostanze che inibiscono la
crescita delle piante in altezza) ¢ ampiamente utilizzata per la prevenzione
dell’allettamento dei cereali, ed ¢ basata sull’inibizione della sintesi delle gibberelline
endogene nelle piante. D altra parte il trattamento delle gibberelline induce la
fioritura di molte piante e permette di aumentare il raccolto della uva senza semi.
Negli ultimi anni sono state create forme transgeniche delle piante coltivate con un
modificato metabolismo dei fitormoni. Sono divenuti popolari i pomodori a lunga
conservazione con la biosintesi inibita dell’etilene. | lavori per la realizzazione di
piante con modifiche mirate dei sistemi di regolazioni ormonali hanno buone
prospettive per la produzione di forme nuove di piante utili.

| fitormoni influiscono non solo sulle piante, ma anche su altri organismi
viventi. E stato trovata D’influenza inibitoria dei brassinosteroidi in relazione
all’ecdisterone. I preparati a base dei brassinosteroidi hanno influenza su organismi
quali api, pesci (per esempio, storioni), animali da fattoria (Egorov, 2007; Egorov,
2009).

Basati su sostanze biologicamente attive di origine vegetale ¢ possibile
preparare una grande quantita di farmaci promettenti, che possono essere rimedi

efficaci di importanza nei settori dell’economia nazionale.

1.3. Tecniche per ottenere gli estratti e i componenti biologici dal materiale

vegetale

L’estrazione ¢ un metodo per ottenere una sostanza da una soluzione o da
miscela secca usando un solvente estrattore adeguato. A seconda del solvente usato
gli estratti possono essere acquosi, alcoolici, essenziali ecc., e in base alla consistenza

possono essere liquidi, semi-liquidi, densi e secchi (Ponomarev, 1976).
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In letteratura sono descritti molti metodi di estrazione di sostanze
biologicamente attive dal materiale vegetale (Ponomarev, 1976; Baghirova et al.,
2001).

Le tecniche classiche di estrazione delle sostanze biologicamente attive dal
materiale vegetale sono basate sulla scelta di un solvente adeguato in combinazione
con riscaldamento ed agitazione della miscela (Ponomarev, 1976). Le tecniche di
estrazione classiche utilizzate per isolare le sostanze biologicamente attive da piante
comprendono: estrazione con apparecchiatura Soxlet, idrossilazione e macerazione
con una soluzione idroalcolica o con sostanze grasse calde (Wang et al, 2006).

L’estrazione mediante Soxlet ¢ un metodo semplice e ben consolidato, che ¢
superiore ad altre tecniche convenzionali di estrazione, ma ha dei limiti applicativi
quando le sostanze da trattare sono sensibili al calore (Wang et al., 1998).

Di solito nel sistema Soxhlet il materiale vegetale viene posto in un recipiente
di estrazione e riempito con solvente proveniente da un pallone attraverso
riscaldamento e condensazione. Quando il liquido raggiunge il livello di guardia, il
solvente assieme alle sostanze estratte viene pompato attraverso un sifone dal
recipiente di estrazione e ricaricato nel pallone di distillazione. L’operazione procede
¢ si ripete piu volte e, considerando che solo il solvente puo distillare, Si ha
I’accumulo nel pallone delle sostanze estratte dalla massa vegetale solida (Handa et
al., 2008).

I vantaggi dell’estrazione Soxhlet sono la variazione continua dell’ equilibrio
fra solvente fresco a contatto con la fase solida, la possibilita di mantenre una
temperatura di estrazione relativamente elevata riscaldando il pallone di distillazione
e non ¢ richiesta filtrazione dopo la percolazione. Inoltre il metodo Soxhlet ¢ molto
semplice ed economico (Wang et al., 2006).

| principali svantaggi di estrazione Soxhlet tradizionale sono il tempo lungo di
estrazione, l'uso di grandi quantita di solvente che poi andra concentrato per

recuperare il prodotto estratto, I’impossibilita di una miscelazione che non puo essere
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eseguita per aumentare la velocita del processo, la possibilita di decomposizione
termica del prodotto desiderato sia durante i lunghi tempi di estrazione sia durante la
concentrazione finale del solvente. Alcuni dei solventi spesso utilizzati nel metodo
Soxhlet sono stati poi recentemente messi in discussione a causa della loro tossicita.

Macerazione e percolazione sono alcune altre metodiche tradizionali di
estrazione, spesso utilizzate nella preparazione di medicinali a base di erbe (Handa et
al., 2008). La macerazione ¢ un vecchio modo di estrarre (Minina et al, 2004). Intero
o tritato il materiale vegetale grezzo viene posto in un contenitore chiuso con un
solvente e tenuto a temperatura ambiente per almeno 3 giorni con frequenti agitazioni
per sciogliere le sostanze solubili. La miscela viene quindi travasata e chiarificata
mediante filtrazione o decantazione (Handa e al., 2008).

| vantaggi di questo metodo sono la disponibilita e la facilita di estrazione. Suoi
svantaggi includono la durata del processo di estrazione, l'estrazione talvolta
incompleta di sostanze attive dal materiale vegetale a causa di un equilibrio non
favorevole tra materiale vegetale solido e solvente liquido, il trasferimento
nell’estratto, durante la durata dell’infusione, di grandi quantita delle sostanze non
utili. In relazione agli inconvenienti sopra elencati tale metodo viene utilizzato solo
quando esistono difficolta ad usare altri metodi (per esempio, per estrarre da pianta
medicinale avente grandi quantita di sbavatura o di polvere) (Minina et al., 2004).

Il metodo della macerazione con la temperatura superiore alla temperatura
ambiente ¢ una forma di macerazione, in cui un calore blando viene utilizzato durante
il processo di estrazione. Questo metodo viene utilizzato a temperature
moderatamente elevate. Cio aumenta l'efficienza del solvente (Handa et al., 2008).

Il metodo di rimacerazione (piu fasi di infusione) € spesso usato per accelerare
il processo di estrazione e per aumentare la resa dei principi attivi. Il materiale
vegetale viene trattato con una porzione del volume totale di estraente; dopo aver
decantato o filtrato l'infusione iniziale sul materiale vegetale viene versata una

seconda porzione uguale di estraente e si procede nella medesima maniera, ecc. Alla
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fine 1l medesimo volume totale di solvente viene usato ma la capacita di estrazione ¢
migliore. E possibile utilizzare anche durante il processo di rimacerazione una
agitazione occasionale.

Estrazione di acqua-alcol fermentazione

Alcuni medicinali ayurvedici sono preparati con tecniche di fermentazione per
estrarre 1 principi attivi. L’estrazione mediante questo metodo comprende 1I’ammollo
delle materie prime medicinali in polvere o sminuzzate per un periodo di tempo
durante il quale il materiale vegetale viene fatto fermentare per formare l'alcool che
facilita l'estrazione dei principi attivi contenuti nelle piante. L’alcool formato in
questo modo serve anche come conservante (Handa et al., 2008).

Estrazione a ultrasuoni

Le onde sonore, che hanno frequenze superiori a 20 kHz, causano vibrazioni
meccaniche in solidi, liquidi e gas. A differenza delle onde elettromagnetiche, le onde
sonore si muovono nella materia con cicli di espansione e contrazione. L'espansione
fa si che le molecole si respingono tra di loro mentre la contrazione li spinge una
verso I’altra. L’espansione pud creare bolle nel liquido e produrre una pressione
negativa. Si formano delle bolle che crescono fino a che si distruggono. Vicino alla
superficie solida, la distruzione delle bolle ¢ asimmetrica e produce alta velocita nel
liquido. Questo fenomeno ha una forte influenza sui substrati solidi (Luque-Garcia et
al, 2003).

Ci sono due sistemi semplici di estrazione con ultrasuoni : bagno a ultrasuoni o
estrattori chiusi dotati di un trasduttore ad ultrasuoni. Effetti meccanici di
penetrazione degli ultrasuoni causano un maggiore effetto solvente nei materiali
cellulari e migliorano il trasferimento di massa. Gli ultrasuoni nell'estrazione possono
destabilizzare le pareti cellulari biologiche, facilitando il rilascio del contenuto.
L'effettiva distruzione delle cellule e I'efficace trasferimento della massa sono i due
fattori principali che stanno portando ad un maggiore utilizzo nelle procedure di

estrazione degli ultrasuoni (Mason et al, 1996). La microscopia elettronica a
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scansione (SEM) ha fornito dati sulla azione meccanica degli ultrasuoni,
principalmente mostrando la distruzione delle pareti cellulari e il rilascio del
contenuto della cella. A differenza dell’estrazione comune, gli estratti vegetali
compenetrano attraverso le pareti cellulari a causa dell’influenza degli ultrasuoni e
cio provoca I’apoptosi della cellula in un piu beve periodo. (Toma et al., 2001;
Chemat et al, 2004; Li et al, 2004).

L’estrazione mediante ultrasuoni ¢ relativamente economica, semplice ed
efficace rispetto ai metodi tradizionali di estrazione. | principali vantaggi dell'uso di
ultrasuoni nell’estrazione solido-liquida e liquida sono 1’aumento della quantita del
rendimento d’estrazione e della velocita. Gli ultrasuoni possono anche ridurre le
temperature di esercizio che accompagnano l'estrazione dei composti termolabili. In
confronto a metodi nuovi di estrazione, per esempio 1’estrazione mediante
microonde, 1’attrezzatura per gli ultrasuoni ¢ pit economica e semplice da utilizzare.
Inoltre 1’estrazione mediante ultrasuoni come pure I’estrazione Soxhlet puod usare un
qualsiasi solvente per estrarre una vasta gamma di composti naturali (Wang et al.,
2006).

L’estrazione ad ultrasuoni ¢ stato utilizzata per I’estrazione di nutraceutici dalle
piante, come gli oli essenziali e grassi (Chemat et al, 2004; Cravotto, et al, 2004; Li et
al, 2004; Luque-Garcia et al, 2004; Sharma et al, 2004) ed integratori alimentari
(Bruni et al, 2002; Melecchi et al, 2002; Wu et al, 2001). Reviews sull'utilizzo degli
ultrasuoni in tecnologia alimentare (Mason et al, 1996) e sulla applicazione nella
estrazione di sostanze biologicamente attive da piante sono state pubblicate
(Vinatoru, 2001).

Gli ultrasuoni possono aumentare la resa, ad es. la resa di olio estratto dalla
soia ¢ aumentato significativamente sotto l'influenza di ultrasuoni (Li et al., 2004).
Analogamente con 1’estrazione ad ultrasuoni di saponine da ginseng si ¢ osservato

che il rendimento totale e la resa di saponine ¢ aumentato fra il 15 e il 30% (Hui et
al., 1994).
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Gli ultrasuoni possono aumentare la cinetica del processo di estrazione e anche
migliorare la qualita degli estratti. Cravotto et al. (2004) hanno rilevato che
l'estrazione di olio da crusca di riso puo essere efficacemente effettuata in 30 minuti
mediante trattamento ad ultrasuoni ad alta intensita con un miglioramento rispetto
all’estrazione tradizionale con esano o con una soluzione acquosa basica.

L’estrazione ad ultrasuoni € un metodo efficace per I’ottenimento di principi
attivi da salvia, Salvia officinalis (Salisova et al, 1997) e da infiorescenze di ibisco,
Hibiscus tiliaceus L. (Melecchi et al.,, 2002), di antiossidanti dal rosmarino,
Rosmarinus officinalis (Albu et al, 2004) e di steroidi e triterpenoidi da Composita
Chresta (Schinor et al, 2004). L'uso di ultrasuoni come supplemento all'estrazione
comune per I’estrazione di semi di amaranto, Amaranthus caudatus, fornisce un
prodotto di alta qualita con una metodologia ben definita ed in maniera molto piu
veloce e anche piu economica (Bruni et al, 2002).

Vantaggi e svantaggi di estrazione a microonde

L’estrazione con microonde (MAE) offre velocemente una quantita elevata di
energia al volume totale del materiale vegetale e del solvente in modo efficiente e
uniforme. Poiché 'acqua dal materiale vegetale assorbe 1’energia delle microonde, la
distruzione delle cellule ¢ promossa dallo sviluppo di calore interno che facilita il
desorbimento di sostanze chimiche dalle materie prime e il miglioramento nel
recupero di prodotti nutraceutici (Kaufmann et al, 2001).

MAE ¢ considerata come una potenziale alternativa al sistema tradizionale di
estrazione solido-liquido e liquido-liquido per I’ottenimento di metaboliti dalle
piante. Questo metodo viene utilizzato per I'estrazione di nutraceutici per diversi
motivi: la riduzione del tempo di estrazione, la riduzione dell’uso di solventi e
I’aumento dei rendimenti. MAE ¢ comparabile con altri moderni metodi di
estrazione, come 1’estrazione con fluido supercritico, grazie alla relativa semplicita
del processo e al basso costo. Per gli aspetti economici e pratici MAE ¢ una tecnica

nuova e potente di estrazione di sostanze biologicamente attive (L. Wang et al, 2006),



52

anche se ci sono ancora problemi tecnologici da risolvere se si vuole utilizzare in
impianti industriali.

Tuttavia, rispetto a SFE (estrazione con fluido supercritico), nel caso si
vogliano usare le microonde, spesso sono necessari trattamenti di filtrazione
supplementari o di centrifugazione per rimuovere i solidi. Inoltre con alcuni composti
o solventi non polari o quando ci sono prodotti volatili il metodo con MAE ¢ poco
efficiente.

Anche se l'estrazione a microonde di composti organici da prodotti naturali e il
trattamento supplementare di cessione di materiali in metallurgia sono stati
ampiamente studiati (Al-Harahsheh et al, 2004; Barriada-Pereira et al, 2003;. Spar
Eskilsson et al., 2000; Tomaniova et al., 1998), i risultati pubblicati sull'estrazione di
sostanze biologicamente attive sono ancora molto pochi anche se in crescita. Una
review di pubblicazioni sul MAE di prodotti naturali ¢ stato fatta da Kaufmann ed al
(2002).

L’estrazione a microonde da materiali vegetali di nutraceutici pud essere
realizzata in modo piu veloce rispetto ai convenzionali sistemi di estrazione solido-
liquido. 12 minuti di estrazione a microonde sono in grado di rimuovere il 92,1% di
artemisinina dall’ assenzio dolce, Artemisia annua L., mentre usando un Soxhlet per
molte ore si ottiene circa il 60% di estratto (Hao et al, 2002). In 4-5 minuti MAE
(etanolo-acqua) puo estrarre piu acido glicirrizico dalla radice di liquirizia che in
estrazione (etanolo-acqua) a temperatura ambiente per 20 -24 ore (Pan et al, 2000).

Estrazione con fluidi supercritici

L’estrazione con un fluido supercritico (SFE) ¢ un processo tecnologico che
consiste nel trasferimento di uno o pit componenti di una miscela solida o liquida in
un “liquido supercritico”. Il prodotto d’interesse contenuto nella miscela viene a
contatto con un gas estraente a temperature e pressioni superiori al punto critico. |

metodi piu diffusi usano come estraenti CO,, etano, etilene, propano,H,0O, SFg, ecc.
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SFE ¢ una potenziale alternativa ai metodi tradizionali di estrazione con
solventi organici per l'estrazione di componenti bioattivi da piante (Modey et al,
1996; Choi et al, 1997; Dean et al, 2000; Szentmihdalyi et al, 2002; Ellington e altri,
2003; Hamburger et al, 2004; Andras et al, 2005). Questa tecnica pud essere
utilizzata per estrarre componenti vegetali, in particolare i lipidi (Bernardo-Gil et al,
2002), oli essenziali (Berna et al, 2000; Coelho et al, 2003; Marongiu et al 2003) e
composti aromatici (Wang et al., 2006).

SFE puo prevenire l'ossidazione dei lipidi. Bernardo-Gil et al (2002) hanno
scoperto che gli acidi grassi liberi, trigliceridi, steroli e tocoferoli contenuti nell’olio
di nocciola possono essere estratti con il metodo di SFE o mediante 1’estrazione con
esano. Tuttavia nell’estrazione con il fluido supercritico 1’olio risulya protetto meglio
dall’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi rispetto all’estrazione con esano. L’olio
estratto con il metodo di SFE ¢ anche piu naturale rispetto all’estrazione con esano.

La tecnica SFE permette di ottenere una resa superiore ed oli essenziali di
qualita superiore, con un contenuto aromatico superiore rispetto a quelli ottenuti per
distillazione convenzionale (Wang et al., 2006).

La percentuale di utilizzo della tecnica SFE con CO, supercritica per
I'estrazione di sostanze biologicamente attive da materiale vegetale su scala
industriale rimane ancora modesta a parte I’importante processo industriale per la
rimozione della caffeina dal caffe. Cio ¢ dovuto alla natura lipofila della CO,
supercritica per cui molte sostanze vegetali attive complementari, quali composti
fenolici, alcaloidi e glicosidi, risultano scarsamente solubili e quindi non recuperabili
(Hamburger et al, 2004). Come alternativa si possono usare miscele di CO,
supercritica con opportuni solventi polari quale ad es. etanolo oppure acqua in
condizioni subcritiche.

Utilizzo di vari metodi cromatografici.

La cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) ¢ ampiamente utilizzata

nell'industria farmaceutica per l'analisi accurata dei componenti chimici in prodotti di
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vario genere. Recentemente 1’espansione sistematica del processo analitico su scala
preparativa e I’ulteriore sviluppo su scala industriale, gia attuato per I’isolamento di
alcuni farmaci, puo rendere possibile anche Il'isolamento ¢ la purificazione di
fitofarmaci di interesse terapeutico e commerciale (Gupta et al., 2008)

Il termine cromatografia liquida (LC) si riferisce ad una serie di sistemi
cromatografici, incluse la cromatografia liquido-solido, la cromatografia di
esclusione liquido-liquido, lo scambio ionico. Cromatografia su colonna ¢ un
esempio di una classica cromatografia liquida in cui la fase mobile per gravita passa
attraverso una colonna di vetro riempita con una fase stazionaria con un supporto
solido finemente suddiviso. Cromatografia liquida, in particolare ad alte prestazioni
(HPLC), permette una serie di vantaggi quali (Handa et al., 2008):

1) alta risoluzione

2) separazione rapida

3) misurazione qualitativa e quantitativa ed estrazione

4) I'automazione delle procedure di analisi e dati.

Attualmente HPLC ¢ ampiamente usata per l'isolamento e I'analisi dei diversi
gruppi di principi attivi estratti da piante (Antipova et al, 2004; Tereshina et al, 2006;
Shelemeteva, 2009; Kurkina, 2011; Dinana et al, 2001; Nagavani et al., 2010; Vitalini
et. al, 2011).

La cromatografia flash (cromatografia preparativa a bassa pressione) ¢ veloce
ed ¢ basata sul passaggio di una fase eluente lungo una fase stazionaria. Questo
metodo viene utilizzato anche per separare in maniera preparativa i diversi gruppi di
componenti biologicamente attivi delle piante (Alabaster et al, 2001; Ivanova et al,
2004; Munkombwe et al, 2003).

Una tecnica ulteriore sfrutta una serie di colonne cromatografiche in serie,
disposte in modo da formare un ciclo chiuso, con il punto di iniezione e di raccolta

che si sposta cosi simulando un movimento della fase stazionaria. Si tratta della
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SMB-Chromatography (o cromatografia a letto mobile simulato) che permette

separazioni piu efficienti per velocita e per risparmio dell’eluente.
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CAPITOLO 2. MATERIALI E METODI

2.1. Struttura della ricerca

La ricerca ¢ stata realizzata presso il laboratorio di biotechnologia del

dipartimanto di biologia dell’Universita Statali di Astrakhan (Russia) e presso i

laboratori dei dipartimanti di Scienze Molecolari e Nanosistemi (DSMN) e di Scienze

Ambientali, Informatica e Statistica (DAIS) dell’Universita Ca’Foscari (Venezia,

Italia). La strutturazione del lavoro di ricerca per la determinazione dell'attivita

antibatterica degli estratti delle piante e composti biologicamente attivi di alcune

piante della regione d’Astrakhan, e anche dei metodi per il loro isolamente

(estrazione) ¢ riportata nello schema seguente (fig. 4):

I. Scelta degli oggetti della ricerca

J L

Radici di Liquirizia
Glycyrrhiza glabra

1L

J L

J L

Infiorescenze di Elicriso
Helichrysum arenarium

Infiorescenze di Achillea
Achillea micranta

1L

1L

Il. Preparazione degli estratti di piante studiate

J L

I11. Ricerche preliminare della composizione chimica degli estratti studiati

J L

La cromatografia su
strato sottile (TLC)

J L

La spetrofotometria UV

IV. Frazionamento degli estratti

J L

La cromatografia liquida
su colonna
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J L

V. Ricerca della composizione degli estratti e delle frazioni

J L J L

La cromatografia liquida La gas-cromatografia —
ad alta prestazione spettrometria di massa
(HPLC) (GC-MS)

JL J L

V1. Ricerca della attivita antimicrobica degli estratti e delle frazioni

J L J L J L

Il metodo diffusione in Il metodo diffusione in Il metodo di diluizioni
agar con l'uso dei agar con I’uso diun progressive in terreno
dischetti pozzetto liquido

V1. Discussione dei risultati

J L

VII11. Elaborazione degli schemi per I’estrazione delle sostanze biologicamente attivi
dalle piante

Fig. 4. Struttura della ricerca

2.2. Oggetti studiati (i materiali di ricerca)

Gli oggetti studiati sono state le infiorescenze di achillea Achillea micranta, le

infiorescenze di elicriso Helicrysum arenarium, e le radici di liquirizia Glycyrrhiza

glabra. Queste piante sono state prese nel territorio della regione di Astrakhan. Le

infiorescenze dell'achillea e dell'elicriso sono state raccolte fra i mesi di maggio e

giugno, mentre la radice di liquirizia ¢ stata raccolta nel mese di aprile o in quello di

ottobre. Lo studio della composizione chimica e delle proprieta antibatteriche ¢ stato

fatto su piante raccolte nello stesso luogo e nello stesso momento.
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Come oggetto di confronto con la liquirizia russa ¢ stata usata la radice di
Glycyrrhiza glabra, che cresce nella regione Calabria (Italia).

Per 1 test di attivita antibatterica sono stati utillizzati i ceppi standard di
Staphylococcus aureus (BKIIM B-1899), Escherichia coli (CK BKIIM B-1911) e
Bacillus subtilis (BKIIM B-1919), provenienti dalla “Genetica” di Fundamental
Research to Industrial Biotechnology (Scientific Center of Russian Federation,

Research Insitute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms).

2.3. Metodi di estrazione dei componenti chimici delle piante

Uno dei modi usati ¢ stata 1’estrazione mediante uso di una soluzione acquoso-
etanolica al 50%. Una volta preparata la soluzione acquosa di etanolo, questa ¢ stata
usate per I’estrazione delle sostanze biologicamente attive di elicriso, di achillea e di
liquirizia. L’estrazione ¢ stata condotta operando un rapporto soluzione:massa delle
materie vegetali 1: 50 1: 10. Ad esempio 20 g di materie prime sono stati estratti con
100 ml di soluzione idroalcolica al 50% (rapporto 1:5) oppure 10 g di materie prime
sono stati estratti con 100 ml di soluzione idroalcolica al 50% (rapporto 1:10). Dopo
estrazione, la miscela ottenuta ¢ stata rimescolata e conservata in un contenitore di
vetro scuro per 7-10 giorni al buio e sotto agitazione. Dopo questo periodo tempo di
estrazione, gli estratti sono filtrati e sterilizzati in stufa a secco (dry heat sterilisator).
Per I’estrazione delle sostanze biologicamente attive dalle piante esaminate ¢ stata
utilizzata come solvente anche acqua.

Un altro metodo usato ¢ basato su una ricetta tradizionale usata per preparare
un liquore a base di liquirizia.

300 g di radici di liquirizia proveniente dalla Calabria in pasta solida nera
commerciale sono stati sciolti in 2 litri di acqua scaldando; poi sono stati aggiunti 800
g di zucchero di canna; quando tutto ¢ risultato sciolto a caldo sotto agitazione, la

miscela ¢ stata un po’ raffreddata ed ¢ stato aggiunto 1 litro di alcool etilico 98%; la
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miscela ¢ stata poi riportata a temperatura ambiente e conservata in un recipiente di
acciaio con coperchio appoggiato su per 40 giorni; poi il liquido ¢ stato recuperato.
Infine sono stati preparati gli estratti delle radici di liquirizia di Astrakhan e di
Calabria usando come solventi etanolo al 98%, etilacetato o dietilcarbonato operando
come segue: 30 g di radici sminuzzate sono state sospese in 150 ml di solvente in un
pallone munito di refrigerante e lasciate per 48 h alla temperatura di riflusso della
miscela. La miscela ¢ stato poi riportata a temperatura ambiente e quindi filtrata

recuperando il liquido.

2.4. 1 metodi chimici di analisi per valutare gli estratti delle piante
2.4.1. Spettrofotometria UV

Per le analisi spettrofotometriche ¢ stato utilizzato uno spettrofotometro
UV/Vis Beckman DU 640 fornito di celletta termostabile (Hellma, QS1000) con
cammino ottico di lem. La temperatura di lavoro ¢ stata garantita da un termostato

Haake D1.

2.4.2. La cromatografia su strato sottile (TLC)

Come attivita preliminare sono state eseguite numerose analisi TLC con varie
miscele eluenti a differente polarita e pH degli estratti acquosi ed idroalcolici delle tre
piante e si ¢ individuata come promettente per separare alcuni componenti 1’etanolo
acquoso al 90% contenente 1% di ammoniaca (tabella 1). Abbiamo usato le lastrine
(Macherey-Nagel) con fase stazionaria a base di silice. L'osservazione dei risultati ¢
stata fatta dopo sviluppo delle lastrine in camere di iodio.

E possibile confrontare fra loro le sostanze, presenti in TLC, attraverso i

loro Rf (Fattori di Ritardo) cio¢ in base al rapporto tra la distanza percorsa dalla
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sostanza e la distanza percorsa dal solvente (Kirhner, 1981; Berezkinet al., 1994;
Stolyarov et. al., 2002; Cseke et. al., 2006).

Tabella 1

Sistemi di solventi studiati per la scelta del giusto sistema di eluizione
No Solventi Proporzione
1 Etanolo — acqua 90:10
2 Etanolo — acqua — acido acetico 90:10:1
3 esano — etanolo 90:10
4 esano — etanolo 10:90
5 esano — etilacetat 20:80
6 Etanolo — acqua — ammoniaca 90:10:1
7 Acetone 1
8 Acetone — metanolo 80:20
9 Isopropanolo 1
10 Acetonitrile 1

2.4.3. La cromatografia liquida su colonna

Tutti gli estratti sono stati frazionati su colonne cromatografiche (h =25 sm, d
=2,5 sm) utilizando come fase stazionaria la silice (Merck Silica gel Grade 10184,
pore size 100 A, 70-230 mesh SigmaAldrich) oppure la XAD1600 (Rohmé&Haas).
Come fase mobile ¢ stato usato etanolo acquoso al 90% contenente 1% di
ammoniaca. Sono state raccolte numerose frazioni che poi sono state riunite a
secondo del profilo analitico su TLC in modo da poter arrivare ad ottenere alcuni
componenti arricchiti che successivamente sono stati oggetto di indagine mediante
HPLC e HPLC/massa. Sulle frazioni piu pulite ¢ stata esequita una cristallizzazione
frazionata come una ulteriore purificazione del componente principale solido per
poter anche studiarne la struttura mediante analisi NMR, ma con risultati poco

significativi.
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2.4.4. La cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)

Gli estratti acquosi e idroalcolici di radici di liquirizia sono stati oggetto di
analisi HPLC/UV (Stiskin et al., 1986; Orlov, 1997; Stolyarov et al., 2002; Skoog et
al., 2009) utilizzando un cromatografo liquido Agilent 1200 series (Agilent
Technologies, Waldbroon, Germany) dotato di rivelatore UV. Le lunghezze d’onda
monitorate sono 254 nm, 280 nm, 275 nm, 330 nm e 350 nm. Il metodo
cromatografico ha previsto 1’utilizzo di una colonna Phenomenex Synergi 4 um
Hydro-RP 80 A; LC column 50 x 4.6 mm(Fase stazionaria: CI8 con polar
endcapping Supporto solido: Fully porous silica Tecnica separativa: Reversed-phase
Massima contropressione: 650 psi Range di pH: 1.5-7.5) e di acetonitrile ed acqua
come fase mobile. Sono state utilizzate due diverse corse cromatografiche, una piu
breve per verificare la composizione degli estratti ed una piu lunga per ottenere una

migliore separazione dei composti presenti.

Tabella 2
Corsa breve di HPLC

Min H,O Acetonitrile

0 100% 0

2 100% 0

12 0 100%
22 0 100%
24 100% 0

34 100% 0
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Tabella 3
Corsa lunga di HPLC

Min H,0O Acetonitrile

0 100% 0

2 100% 0
22 80% 20%
37 60% 40%
52 0 100%
56 0 100%
64 100% 0
74 100% 0

Per 1’analisi delle frazioni degli estratti idroalcolici al 50% di liquirizia e degli
estratti delle radici di liquirizia di Astrakhan e di Calabria con tutti i solventi
Impiegati ¢ stato utilizzato un HPLC (Agilent 1200 series, Agilent, Waldbronn,
Germany) accoppiato ad uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo APl 4000
(Applied Biosystem/MDS SCIEX, Concord, Ontario, Canada), dotato di una sorgente
Electrospray operante in modalitd negativa. E stato inizialmente messo a punto un
metodo spettrometrico individuando i seguenti ioni da monitorare per

I’identificazione dei composti:

Tabella 4
lone molecolare Frammenti

Glicirrizina 822,6 351,2

193

Acido 18 B glicirretico 469,6 425
409,33

355,2

Glabridin 324.,4

Dato I’insuccesso del metodo utilizzato precedentemente, in questo caso ¢ stata
impiegata una colonna Phenomenex Synergi 4 um Hydro-RP 80 A; LC column 50 x
4.6 mm(Fase stazionaria: C18 con polar endcapping Supporto solido: Fully porous

silica Tecnica separativa: Reversed-phase Massima contropressione: 650 psi Range di
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pH: 1.5-7.5) e come eluenti metanolo e acido formico 0.05% in acqua. Il flusso
utilizzato ¢ stato di 0.5 mL/min e 1l volume di iniezione di 10 microlitri. La corsa

cromatografica utilizzata ¢ la seguente:

Tabella 5

Min Acido formico 0,05% MeOH

0 100% 0

2 100% 0
12 0 100%
22 0 100%
26 100% 0
36 100% 0

Come lo standard sono state usate le soluzioni di glicirrizina (fig. 5, A), di
acido 18 B glicirretico (fig. 5, B) e di glabridin (fig. 6).

Fig. 5. Glicirrizina (A) e acido 18 B glicirretico (B)
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Fig.6. Glabridin

E stata effettuata I’analisi utilizzando una retta di calibrazione esterna, sulla

base di coefficiente angolare e intercetta, verificando cosi anche la linearita
strumentale.

Per la retta sono state analizzate 6 soluzioni a concentrazione crescente di
entrambi gli standard e precisamente: 1 pg/uL, 10 pg/uL, 100 pg/uL, 500 pg/uL, 1
ng/uL.

Le varie frazioni sono state pesate (10 mg circa), sciolte in una miscela di
EtOH:H,O e diluite opportunamente. E stata inoltre effettuata una purificazione
utilizzando una colonna SPE con fase stazionaria C18 (Maxi-Clean 300 mg, C18,
Grace, Belgium,), precedentemente condizionata con acqua e metanolo. Da ogni
frazione sono state quindi ricavate altre due frazioni, eluite rispettivamente con 3 mL
di acqua e 1,5 mL di MeOH 80%/ acqua 20%, in modo da separare i composti meno
polari (flavonoidi, polifenoli) da quelli piu polari (saponine). Dopo aver verificato
attraverso 1’utilizzo dei composti standard la distribuzione degli analiti nelle due
frazioni raccolte, si € deciso di analizzare solamente le frazioni in metanolo 80%/
acqua 20%. Nella frazione acquosa non ¢ stata riscontrata una quantita significativa

degli analiti.
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2.4.5. La spettroscopia di risonanza magnetica nucleare (NMR)

Alcune frazioni da cromatografia su colonna degli estratti di radici di liquirizia
sono stati esaminati con il metodo della spettroscopia di risonanza magnetica
nucleare (NMR) (Ciang, 1980; Breitmaier, 2002) utilizzando uno spettrofotometro
NMR Bruker — 500 (Germania).

2.4.6. Gas-cromatografia — spettrometria di massa (GC-MYS)

Gli estratti idroalcolici al 50% delle infiorescenze di achillea e di elicriso sono
stati studiati mediante gaschromatografia — spettrofotometria di massa (GC-MS)
utilizzando un gascromatografo di massa Shimadzu GC/MS (QP-5050A, Shimadzu,
Giappone). Il metodo cromatografico ha previsto I’utilizzo di una colonna DBI, 30 m;
0,53mm (identificatore) x1,5 pm (J&W,USA). E stato usato elio come fase mobile.
La corsa cromatografica utilizzata ¢ la seguente: temperatura iniziale di 50°C
mantenuta per 1 minuto, rampa dil0°C al minuto fino a 150°C mantenuti per 1 min,
rampa di 5°C al minuto fino a 250°C mantenuti per 5 min, rampa di 3,5°C al minuto
fino a 270°C mantenuti per 2 minuti. Temperatura dell'iniettore: 280°C e temperatura
del detector di 250°C. Il flusso utilizzato ¢ stato di 20 mL/min e il volume di

iniezione di 2 microlitri.

2.5. Metodi microbiologici

Per testare I’attivita antibatterica degli estratti sono stati impiegati i seguenti
microrganismi: Staphylococcus aureus (BKIIM B-1899), Escherichia coli (CK
BKIIM B-1911) e Bacillus subtilis (BKIIM B-1919). La sensibilita dei microrganismi

agli estratti studiati si definisce mediante 1I’uso di due metodi: il metodo della
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diffusione in agar (il metodo della diffusione in agar con 1’uso dei dischetti e il
metodo della diffusione in agar con 1’uso di un pozzetto) e il metodo della diluizioni
progressive in un terreno liquido. Il metodo di diffusione in agar ¢ un metodo
qualitativo. Il metodo delle diluizioni progressive ¢ un metodo quantitativo piu

preciso (Alesciukina, 2003). Per ogni campione sono stati fatti tre saggi.

2.5.1. 1l metodo di diffusione in agar con I’uso i dischetti di carta
(Sukhenko, 1999; Dzerginskaya, 2004)

Per le prove microbiologiche ¢ stato usato un terreno all’agar. Come controllo
sono stati usati dischetti di carta impregnati con antibiotici di produzione industriale
(tetraciclina, cloramfenicolo, streptomicina).

| dischetti di carta sterili di 6 mm (carta da filtrato) sono stati impregnati con
10 ul di ogni soluzione studiata (gli estratti e le frazioni). Sul terreno all’agar in una
piastra di Petri ¢ stato depositato 1 mL di coltura analizzata. | dischetti sono stati
collocati sulla superficie dell’agar. Le piastre di agar sono state esaminate dopo 24
ore di incubazione a 37° per valutare gli aloni di inibizione. Per ogni campione sono

stati fatti tre saggi.

2.5.2. Il metodo di diffusione in agar con I’uso di un pozzetto
(Sukhenko, 1999; Dzerginskaya, 2004)

Sulla superficie di un terreno all’agar in piastre di Petri, ¢ stato seminata la
coltura saggiata; mediante tubi di vetro sterilizzato (diametro 6-8 mm) sono stati creati
dei pozzetti(6) che si dispongono a raggiera sulla piastra di agar ad una distanza di 2,5
cm dal centro e ad un angolo di 60° tra loro e ad una distanza di 1,5 - 2 cm dal bordo

della piastra.
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Nei pozzetti sono stati messi 20 ul di soluzione esaminata (I’estratto o la
frazione). Le piastre sono state poi incubate in un termostato per 24 ore a 37°. Dopo
I’incubazione ¢ stato valutato il diametro gli aloni di inibizione.

L’attivita anbatterica della soluzione esaminata ¢ direttamente propozionale alle
zone d’inibizione di crescita delle colture di batteri.

Per ogni campione degli estratti e delle frazioni sono stati fatti tre saggi.

2.5.3. Determinazione dell’attivita antibatterica mediante conta delle unita

formanti colonie (UFC)

Per studiare l'effetto degli estratti sulla crescita di microrganismi ¢ stato usato un
terreno all’agar, che & stato cotto con estratti di piante. E stato preparato il terreno
all’agar secondo il metodo standard (Sukhenko, 1999), ma invece dell’acqua distillata
abbiamo usato gli estratti acquosi ottenuti dalle piante studiate. Il terreno preparato ¢
stato filtrato attraverso carta da filtro e versato in piastre Petri. Sulla superficie di agar
solidificato ¢ avvenuta la semina in sospensione dei microrganismi (Dzerzhinskaya,
2004). La sospensione ¢ stata preparata in soluzione fisiologica sterile. Un ml di
sospensione contiene circa 2 miliardi di cellule. E stata seminata la sospensione di
microrganismo con distribuzione uguale sulla superficie dell'agar. Poi le piastre sono
state incubate in un termostato a 37 °C per 24 ore. | risultati della determinazione
quantitativa dei microrganismi sono stati espressi in UFC - unita formanti colonie

(Netrusov et al, 2005.). | campioni degli estratti sono stati testati tre volte.

2.5.4. Le tecnica di diluzioni progressive in terreno liquido (Alesciukina,
2003; Netrusov, 2005)

Nelle prove mediante diluizione la sensibilita di microrganismi viene valutata

in base alla loro crescita 0 meno in un terreno di coltura, solido o liquido, contenente



68

diverse concentrazioni dei farmaci. Questo metodo ¢ quantitativo e consente di
determinare accuratamente oltre alla MIC (la concentrazione minima inibente) anche
la MBC (la concentrazione minima battericida), ovvero la piu bassa concentrazione
di antibiotico in grado di distruggere la totalita dei batteri.

Nel test di diluizione in brodo di coltura ¢ stata preparata una serie di provette
di terreno (brodo) contenenti diverse concentrazioni di estratti o frazioni e ad esse ¢
stata aggiunta una quantita definita del microrganismo da testare. | ceppi sono stati
coltivati su agar. Ogni ceppo ¢ stato testato con 1 campioni, diluiti in brodo in modo
da ottenere concentrazioni comprese in un intervallo tra 1000 pg/ml e 1,9 ug/ml. 1
campioni sono stati prelevati ed inoculati con 1 ml di soluzione fisiologica contenente
10°-10° cellule batteriche ed incubati per 24h alla temperatura di 37° C. I valori della
MIC sono stati determinati come la piu bassa concentrazione di estratto studiato che
non permetteva alcuna visibile crescita di microrganismi, dopo incubazione. Come
controllo positivo, ¢ stata usata una coltura contenente solo soluzione fisiologica
sterile tamponata.

Dopo I’incubazione a 37° C, le provette sono stati osservate per rilevare
I’assenza di crescita batterica e quindi 1’azione battericida dei campioni. | campioni

sono stati testati tre volte.

2.6. | metodi statistici

L'analisi statistica ¢ stata effettuata mediante metodi standard della statistica
matematica (Lakin, 1990; Kozak, 1995). Per I’analisi dei dati ottenuti e raccolti in
tabelle e la costruzione dei grafici e per ottenere alcuni parametri statistici sono stati
usati Microsoft Excel 2003 e Statistica 6.1.
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CAPITOLO 3. VALUTAZIONE DELLA COMPOSIZIONE CHIMICA DEGLI
ESTRATTI OTTENUTI DALLE PIANTE USATE

Le proprieta delle piante (antimicrobici, antiossidanti, ecc), cosi come 1 diversi
prodotti di origine vegetale, dipendono, in primo luogo, dalla composizione chimica
guantitativa e qualitativa.

Questo capitolo riporta informazioni qualitative o quantitative sulla
composizione chimica degli estratti delle piante studiate — achillea, Achillea
micrantha, elicriso, Helichrysum arenarium, e liquirizia, Glycyrrhiza glabra, cosi

come su alcune delle frazioni ottenute mediante separazione cromatografica.

3.1. I risultati delle analisi di spettrometria-UV degli estratti studiati

Gli spettri in figura 7 mostrano 1’assorbanza (Abs) degli estratti di liquirizia al
variare della lunghezza d’onda della radiazione UV o Visibile (da 200 a 600 nm).
L’assorbanza nell’intervallo di lunghezza d’onda considerato pud considerarsi
direttamente legata alla presenza di composti organici contenenti gruppi cromoforici,
quali il carbossilico,il carbonilico, il fenolico, e quindi alla presenza di principi attivi
come saponine e flavonoidi. Negli spettri si vede che 1’assorbanza risulta simile per
gli estratti acquosi e per quelli idroalcolici. Per Achillea micranta I’assorbanza risulta
piu elevata per I’estratto acquoso, con un picco a 261 nm mentre per Glycirrizha
glabra l'assorbanza risulta piu alta per I’estratto idroalcolico, con due massimi a 270
e 317 nm. | risultati delle analisi spettrofotometrica sembrerebbero indicare che gli
estratti acquosi o idroalcolici delle piante studiate - Gl. glabra (radici), A. micrantha
(infiorescenze) e H. arenarium (infiorescenze) contengono composti fenolici
(flavonoidi). La presenza negli estratti di queste sostanze potrebbe determinare le

proprieta antimicrobiche di tali estratti come sara descritto nel Capitolo 4.
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Fig. 7. Spettri UV degli estratti delle piante studiate
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3.2. | risultati della cromatografia su strato sottile (TLC) degli estratti e

delle frazioni cromatografiche di estratti dalle piante

In figura 8 sono riportati i risultati delle TLC degli estratti idroalcolico al 50%
e acquoso non frazionati delle infiorescenze di H.arenarium, di A. micrantha e delle
radici di Gl. glabra. Come si puo vedere 1’estratto idroalcolico al 50% e I’estratto
acquoso delle infiorescenze H. arenarium con questo sistema di eluizione sembrano
simili e si individua un unico gruppo di sostanze. Al contrario gli estratti di
infiorescenze di A. micrantha sono in parte differenti e nell’estratto idroalcolico si
riscontrano due gruppi di sostanze a Rf molto diverso, uno solo dei quali ¢ forse
presente nell’estratto acquoso. Analogamente anche gli estratti idroalcolico ed
acquoso dalle radici di GI. glabra mostrano un comportamento difforme; mentre nel
primo si notano due gruppi di sostanze che hanno rispettivamente ca. Rf = 0,05 e Rf
= 0, 7 ( valori medi) , nel corrispondente estratto acquoso risultano due gruppi di
sostanze a Rf molto vicino (ca. Rf = 0,78 e Rf = 0,69) mentre risulta assente il gruppo

di sostanze a Rf basso.

1 I’estratto etanolico (50%) di
Rf infiorescenze di elicriso;

8122 2 I’estratto etanolico (50%) di

0,79

O - - - - .
078 O O O OO 5 infiorescenze di achillea ;

81;; 3 Destratto etanolico (50%) di radice di

071 o
0.69 liquirizia;

4 I’estratto acquoso di infiorescenze di
elicriso;

012 O 5 Iestratto acquoso di infiorescenze di
O achillea;

123456 6 I’estratto acquoso di radice di liquirizia

Fig. 8. TLC degli estratti delle piante
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Fig. 9. TLC delle frazioni dell’estratto acquoso di infiorescenze di

Helichrysum arenarium

In figura 9 sono riportati i risultati TLC del frazionamento mediante
cromatografia su colonna dell’ estratto acquoso di infiorescenze di H. arenarium.
Cinque delle frazioni raccolte contenevano un gruppo di composti chimici (ca. a Rf =
0,74) mentre la sesta frazione evidenziava la presenza di due gruppi diversi ad Rf
molto vicino.

| risultati TLC delle 8 frazioni raccolte durante il frazionamento dell’ estratto
idroalcolico al 50% di infiorescenze H. arenarium (fig. 10) hanno evidenziato un
comportamento anomalo rispetto a quanto visto in precedenza nell’estratto non
frazionato, forse dovuto a decomposizione/trasformazione avvenuta o nel campione
usato per il frazionamento o su colonna. Sono state infatti evidenziate solo macchie
corrispondenti a gruppi di sostanze a bassi valori di Rf. Sara necessario un eventuale

futuro approfondimento dell’indagine su questo tipo di campione.
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Fig. 10. TLC delle frazioni di estratto etanolico (50%) di infiorescenze di
Helichrysum arenarium
Per I’estratto idroalcolico di infiorescenze di A. micrantha sono state raccolte
cinque frazioni, la cui analisi TLC ¢ riportata in fig. 11. Come si pud vedere il
frazionamento non ¢ stato efficiente in quanto in quasi tutte le frazioni, ad eccezione

della quinta, si hanno miscele di sostanze con simili composizioni.

Rf
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0,87

0,77 0 00 4
0,75 o o
071 o ©°

0,64 ()
0,62

0,6

0,57

0,54

0
123 45

Fig. 11. TLC delle frazioni dell’ estratto etanolico (50%) di infiorescenze di

Achillea micrantha
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In figura 12 si riportano i risultati ottenuti riguardanti nove frazioni ottenute su
colonna cromatografica eluendo 1’estratto idroalcolico al 50% delle radici di Gl.
glabra con il sistema eluente scelto. Si osserva che sono state ottenute piu sostanze
appartenenti a piu di un gruppo. Nelle frazioni 1, 2 e 3 sono presenti due gruppi di
sostanze (Rf = 0,8 e Rf = 0,87), nelle frazioni 4,5,6 ¢ presente un solo gruppo di
sostanze (Rf= 0, 6), nella settima frazione forse un nuovo gruppo di sostanze (Rf = 0,
67), nelle frazioni 8 e 9 a parte un nuovo gruppo di sostanze (Rf = 0,56) sono
riapparse macchie corrispondenti a valori alti di Rf , probabile indizio di qualche

decomposizione in colonna.

Rf
09
0,88
0,87

[oN©)
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[oNe)
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0.78

0,69
0,63
000

00

123456789

Fig. 12. TLC delle frazioni di estratto etanolico 50% delle radici di
Glycyrrhiza glabra (la fase stazionaria ¢ XAD 1600)

Molto poco efficiente ¢ risultato invece il frazionamento sulla stessa fase
stazionaria XAD 1600 dell’estratto acquoso delle radici di Gl. glabra dove come

evidenzia la TLC si sono ottenute sempre miscele complesse di prodotti (fig. 13).
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Fig.13. TLC delle frazioni di estratto acquoso delle radici di
Glycyrrhiza glabra(fase stazionaria ¢ XAD 1600)

E stato fatto anche un tentativo di frazionare su silice 1’estratto idroalcolico
al 50% delle radici del Gl. glabra raccogliendo 21 diverse frazioni per vedere di
isolare qualche prodotto puro; i risultati (fig. 14) non sono stati molto incoraggianti
anche se apparentemente alcune frazioni (5-9, 16-17, 18-19, 20) evidenziavano un
unico segnale; ¢ possibile che ci sia stata qualche degradazione/trasformazione in

colonna cosi da giustificare forse il risultato delle frazioni 20 e 21.

Rf
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Fig.14. TLC di frazione (fasa stazionaria - silicagel) degli estratti etanolici di

radici di Glycyrrhiza glabra (regione di Astrakhan)
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La figura 15 mostra i risultati delle frazioni di TLC ottenute a partire dalla
pasta di liquirizia da Gl. glabra (Calabria, Italia) usando il procedimento con acqua
ed etanolo in presenza di zucchero, mediante cromatografia su colonna usando gel di

silice come fase stazionaria.

Rf
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Fig. 15. TLC di frazione (fasa stazionaria -silicagel) di estratto idroalcolico

al 50% delle radici di Glycyrrhiza glabra (Calabria, Italia)
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Anche in questo caso la maggior parte delle numerose frazioni rivela un
mancato frazionamento con due gruppi di sostanze a Rf ~ 0,84 ¢ Rf = 0,6. E da notare
che il frazionamento era stato inizialmente interrotto dopo 20 frazioni ed alla ripresa
della eluizione le prime frazioni hanno riprodotto la situazione iniziale con un solo
gruppo di sostanze a Rf = 0,84.

Confrontando i risultati delle frazioni di TLC di estratti di radice di liquirizia,
che cresce nella regione di Astrakhan (fig. 14) e da pasta nera commerciale ottenuta
da radice di liquirizia della Calabria (Italia meridionale) (fig. 15) uno stesso gruppo di
sostanze a Rf = 0,85 risulta presente mentre sostanze diverse si osservano nei due
campioni. Ci0 puo essere dovuto a diversi motivi, tra cui sicuramente importante
potrebbe essere la lavorazione industriale effettuata con spremitura ad acqua per
ottenere la pasta nera che potrebbe eliminare alcuni componenti presenti inizialmente
nelle radici. E stato pertanto deciso di acquisire direttamente campioni di radici di
liquirizia dalla Calabria per un migliore confronto a parita di condizioni di estrazione
con i campioni di radici di liquirizia raccolti nella regione di Astrakhan (Russia),
anche usando solventi di estrazione differenti da quelli tradizionali.

La figura 16 mostra i risultati TLC di estratti di radice di vari tipi di Gl. glabra,
raccolti nella regione di Astrakhan (Russia) e nella regione della Calabria (Italia),
usando tre diversi sistemi di estrazione al riflusso del solvente: etil acetato; etanolo
100% ; dietilcarbonato. Come si puo vedere, in etilacetato le radici dei due tipi di Gl.
Glabra risultano significativamente differenti, mentre gli estratti in etanolo 100% e in

dietilcarbonato dall’analisi qualitativa TLC non mostrano significative differenze.
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1 Pestratto in etilacetato da radici di Glycyrrhiza glabra (regione di Astrakhan) ;

2 D’estratto in etilacetato da radici di Glycyrrhiza glabra (regione Calabria) ;

3 I’estratto in etanolo (100%) di radice di Glycyrrhiza glabra (regione di Astrakhan) ;
4 P’estratto in etanolo (100%) di radice di Glycyrrhiza glabra (regione Calabria) ;

5 I’estratto in dietilcarbonato da radici di Glycyrrhiza glabra (regione di Astrakhan) ;

6 I’estratto in dietilcarbonato da radici di Glycyrrhiza glabra (regione Calabria).

Fig.16. TLC degli estratti di radici di Glycyrrhiza glabra

3.3. Frazioni principali ottenute mediante cromatografia su colonna da estratti

delle piante

| risultati del frazionamento degli estratti studiati mediante cromatografia su

colonna sono presentati nella tabella Ne 6.
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Tabella 6
Peso secco
L’estratto (mg)/ peso F_ase . Fase mobile Frazione PEs0 secco
estratto stazionaria 9)
liquido (@)
. _ _ I (4) 0,85
50% etanolo di etanolo:acqua:
infiorescenze di H. 13,40mg/5g XAD 1600 ammoniaca IIIII (56) 06942
arenarium 90:10:1 (6) '
acquoso di etanolo:acqua: I (1-5) 1,87
infiorescenze di 11,38mg/5g XAD 1600 ammoniaca 11 (6) 0,95
H.arenarium 90:10:1
50 % etanolo di 16,14mg/5g etanolo:acqua: “I ((ézg)) igg
infiorescenze di XAD 1600 ammoniaca 11 (11-15) 0.50
A.micrantha 90:10:1 ’
. (1) 0,7
ra?c?i(:{(:e %?nglggr'a etanolo:a_cqua: I (2-3) 0,493
(regioﬁe di 25,24mg/5¢ XAD 1600 ammoniaca 11 (4-7) 0,726
Astrakhan) 90:10:1 1V (8-9) 0,072
V (10-12)
24,4mg/5g I (1-4) 0,84
acquoso di radice di etanolo:acqua: I (5) 0,032
Gl. glabra (regione XAD 1600 ammoniaca 11 (6-7) 0,05
di Astrakhan) 90:10:1 1V (8) 0,0085
V (9-11) 1,07
(1) 0,2128
50% etanolo di etanolo:acqua: Il (2-5) 0,04
radice di Gl. glabra | 25,24mg/5¢g Silice ammo.niaca ' 11 (6-11) 0,0192
(regione di 90:10:1 IV (12-18) 0,0052
Astrakhan) o V (19-20) 0,015
VI (21-23) 0,0942
I (4) 0,0041
I (5) 0,0059
idralcolico & etanolo:acqua: 111 (6-8) 0,2506
zucchero da pasta 16,5mg/5g silice ammo.niaca ' IV (9-20) 1,06
nerada GlI. glabra 90101 V (21-23) 0,237
(Calabria) o VI (24-28) 0,179
VIl (29-31) 0,0311
VI (32-46) 2,547

Alcune di queste frazioni sono state poi esaminate mediante cromatografia

liquida ad alte prestazioni (HPLC) e spettroscopia-NMR.
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3.4. Ricerca del contenuto di acido glicirrizico ( glicirrizina) e 18 acido
glicirretico nelle frazioni di estratto etanolico della radice di Glycyrrhiza glabra

mediante cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)

I risultati dell’indagine mediante HPLC sul contenuto di questi due prodotti
nelle frazioni raccolte da estratto etanolico al 50% di radice di Gl. glabra (E1-E5)
utilizzando standard di acido glicirrizico e acido 18 glicirretico sono presentati in
tabella 7.

Tabella 7
. . | Concentrazione in Quantita acido Quant_lte_l 18[.‘)’
Frazioni di estratti . M acido glicirretico

solido (ng/ul) glicirrizico (area) (area)
El 2,5 12064 67600
E2 1 8575 54210
E3 1,1 8345 9781
E4 2 5735 21690
E5 0,8 59737 410750

Come si pud vedere dalla tabella 7 la maggior concentrazione di acido
glicirrizico (glicirrizina) e 18 acido glicirretico ¢ stata riscontrata nella frazione ES.
Tuttavia la presenza dei medesimi composti in tutte le frazioni conferma un
frazionamento non efficiente.

Per la determinazione quantitativa ¢ stata utilizzata una retta di calibrazione
esterna, sulla base di coefficiente angolare e intercetta, verificando cosi anche la
linearita strumentale.

Per la retta sono state analizzate 6 soluzioni a concentrazione crescente di
entrambi gli standard e precisamente: 1 pg/uL, 10 pg/uL, 100 pg/uL, 500 pg/uL, 1
ng/uL. Di seguito si riportano le due rette di calibrazione degli analiti, I’equazione

della retta e R? (fig. 17).
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Fig. 17 La retta di calibrazione di glicirrizina (acido glicirrizico)

Il limite di rivelabilita (LOD) strumentale ¢ stato calcolato come tre volte il
rapporto segnale/rumore alla concentrazione piu bassa degli standard analizzata,
ovvero il punto piu basso della retta di calibrazione (1 pg/uL) (tabella 8).

Tabella 8
I1 calcolo del limite di rivelabilita cromatografica per soluzioni standard di

glicirrizina e di 18 acido glicirretinico

Acido 18 beta
glicirretinico (pg)
LOD (s/n=3) 8,6 2

Limite di rivelabilita strumentale Glicirrizina (pg)
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Tabella 9
Il contenuto quantitativo di glicirrizina e acido 18 glicirretico

in frazioni di estratto etanolo 50% di radice di Glycyrrhiza glabra (regione di

Astrakhan)
Concentrazione mg composto/gr Percentuale in peso del
solidi composto _su [peso secco
Frazioni campione (%)
acido18 acidol18 p
Glicirrizina glicirretico glicirrizina T
(intervallo) glicirretico
E1l 3,4 4x10*1x10° 0,34 -
E2 25 1x10°-3x10° 0,25 -
E3 4,7 9x10%1x10° 0,47 -
E4 4,6 5x10%-2 x 107 0,46 -
E5 5,2 1x10°-4x10° 0,52 -

| risultati presentati in tabella 9 (e fig. 18) mostrano che la piu alta
concentrazione di glicirrizina ¢ stato rilevato nella frazione di ES, ma quantita di poco
inferiori si ritrovano anche nelle frazioni E3 ed E4. 18- acido glicirretico era
presente in quantita minima, al limite della rivelabilita, nella maggior parte delle

frazioni valutate.

Glicirrizina frazioni

nlll

Fig. 18. Contenuto di glicirrizina nelle frazioni di estratto etanolico al 50% di radici
di liquirizia della regione di Astrakhan

mg gly/gr peso secco
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3.5. Risultati comparativi del contenuto di glicirrizina e 18§ acido
glicirretinico in estratti con solventi diversi dalle radici di Glycyrrhiza glabra, che
crescono nella regione di Astrakhan (Russia) e in Calabria (Italia) mediante il

metodo di cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)

In Tabella 10 (e visivamente in fig.19) sono riportati alcuni interessanti dati
preliminari relativi al contenuto di questi due prodotti valutando sia il solvente usato
per l’estratto sia 1’origine della radice di liquirizia usata. Come si pud vedere
I’etanolo al 50% ¢ molto piu efficiente del dietilcarbonato nell’estrarre la glicirrizina,
mentre una situazione opposta si ha nell’estrarre 1’ acido18 B glicirretico. I risultato
era prevedibile per il fatto che la glicirrizina ha nella sua struttura una parte
zuccherina molto piu polare ed idrofila che la rende quindi molto piu solubile in
etanolo al 50% rispetto ad un solvente meno polare quale il dietilcarbonato.
Sorprendente invece il fatto che entrambi i componenti indagati risulterebbero molto
piu abbondanti nella radice di liquerizia che cresce nella regione di Astrakhan rispetto
ai medesimi nella radice di liquerizia che cresce in Calabria. Questo dato potrebbe
pero essere stato determinato da diversi fattori: situazioni climatiche particolari,
differente periodo di raccolta o diversa eta della radice campione e pertanto tale
indagine andra ulteriormente approfondita in futuro per valutare su piu campioni la
varianza del dato. Tale parametro ¢ infatti fondamentale per una applicazione

industriale.
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Tabella 10
Il contenuto quantitativo di glicirrizina e 18 acido glicirretico negli estratti di
radice di Glycyrrhiza glabra, cresciuta nella regione di Astrakhan (Russia) e in
Calabria (Italia)

. Percentuale in peso del
Concentrazione mg
- COMPOStO SU Peso secco
composto/gr solidi .
: campione (%)
Estratti -
acidol8 B acido18 p
Glicirrizina glicirretico glicirrizina S
glicirretico
(range)
Etanolo 50%
(regione di 516 1x10%4x10™ 51,6 -
Astrakhan)
Dietilcarbonato
estratto (regione 108 10,81 10,8 1,1
di Astrakhan)
Dietilcarbonato
estratto (regione 0,42 5x 10%-1 x 10 0,04 -
di Calabria)

600

500

400

300

0 T

1 2 3

mg gly/ gr cyxoror Beca

1 Iestratto in etanolo 50% da radici di liquerizia (regione di Astrakhan) ;
2 ’estratto in dietilcarbonato da radici di liquirizia (regione di Astrakhan) ;

3 ’estratto in dietilcarbonato da radici di liquirizia (regione Calabria).

Fig. 19. 1l contenuto di glicirrizina negli estratti della radice di GI. glabra
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3.6. Risultati comparativi del contenuto di glabridin degli estratti della radice di
liquirizia Glycyrrhiza glabra, che crescono nella regione Astrakhan (Russia) e in
Calabria (Italia)

Proseguendo nel confronto tra le radici cresciute in regioni diverse, si € deciso di
indagare su un altro composto, il glabridin, che in letteratura (Gupta et al., 2008) era
indicato come particolarmente importante per determinare le proprieta antibatteriche
degli estratti di liquirizia.

Le concentrazioni nei due estratti sono state ricavate attraverso I’equazione della
retta, sulla base dell’area del picco ottenuta dall’analisi cromatografica HPLC e
riferita ad uno standard puro. La concentrazione di Glabridin nei estratti di liquirizia
della Calabria e della regione di Astrakhan, riferita al volume di estratto, € risultata
essere 35 ng/uL nell’estratto di liquirizia calabrese e 33 ng/ uL di liquirizia russa. |
due valori risultano quindi estremamente simili e la differenza non puo considerarsi

significativa.

3.7. Ricerca di sostanze biologicamente attive negli estratti etanolici 50% di
infiorescenze di A.micrantha mediante gascromatografia- spettrometria di
massa (GC-MS)

Sono state identificate 19 diverse sostanze nell’estratto di etanolo 50% di

infiorescenze di achillea A.micrantha mediante GC-MS (tabella 11).



86

Tabella 11
Composizione dell’ estratto etanolico 50% di infiorescenze di achillea
Ne Sostanze I_ndicg di "
ritenzione
1. a-pinene 939 2,46
2. B-pinene 982 2,1
3. Canfene 945 0,5
4, Sabinene 974 0,1
5. Limonene 1029 1,3
6. 1,8-eucaliptolo 1043 8,47
7. y-terpinene 1179 4,9
8. Linalolo 1097 0,56
9. Mentenolo 1132 2,93
10. Canfora 1156 10,62
11. Borneolo 1169 1,37
12. Terpineolo 1174 1,53
13. Piperitone 1224 34,15
14, Bornilacetato 1237 1,32
15. Carvone 1242 24,93
16. [3-sitosterolo 0,7
17. Stigmasterolo 0,24
18. Butilftalato 1,37
19. Acido stearico 0,45

Tra le 19 sostanze, che sono stati trovate nell’ estratto etanolico (50%) di
infiorescenze di achillea, 17 sono terpeni, di cui i pit abbondanti sono il Piperitone
(34.15%) e il Carvone (24,93%).

I composti chimici individuati sono di solito inclusi negli oli essenziali.
Nell'industria queste sostanze si usano come aromi alimentari (piperitone, carvone,
limonene, bornilacetato), come componenti in profumi (piperitone, 1,8-cineolo,
borneolo), in olio aromatico (linalolo), in prodotti cosmetici (linalolo, acido
stearico),ovvero si usano per la sintesi di altre sostanze (per esempio, il piperitone si

usa per la sintesi del mentolo; i pineni per la sintesi di canfora; il linalolo per la
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sintesi del linalilacetato), per la produzione di insetticidi (canfene), in aromaterapia
(carvone, canfora), in medicina (1,8 - cineolo, canfora, -sitosterolo, stigmasterolo).
Il piperitone, il carvone e il terpineolo (1,4%) risultano avere proprieta

antimicrobiche.

3.8. Ricerca di sostanze biologicamente attive negli estratti etanolici 50% di
infiorescenze di H.arenarium mediante gascromatografia- spettrometria di
massa (GC-MS)

Sono state identificate 17 diverse sostanze nell’ estratto di etanolo 50% di
infiorescenze di elicriso H.arenarium, mediante GC-MS (tabella 12).
Tabella 12

Composizione dell’estratto etanolico 50% di infiorescenze di elicriso

Ne Sostanze Indice di %
ritenzione
1. B-pinene 979 1,8
2. 1,8-cineolo 1035 5,9
3. Linalolo 1095 0,8
4, Nonale 1104 1,7
5. Terpineolo 1164 1,5
6. Decanale 1203 1,6
7. Carvacrolo 1298 1,4
8. Nerilacetato 1362 54,3
Q. a-copaene 1377 2,7
10. Tetradecane 1402 1,6
11. Trans-cariofillene 1418 8,3
12. a-humulene 1455 1,9
13. B-farnesene 1459 2,4
14. d-muurolene 1481 1,7
15, B-ionene 1490 0,8
16. o-cadinene 1515 3,7
17. Octyl ftalate 7,9
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Tra 17 sostanze che sono stato determinate nell’ estratto etanolico (50%) di
infiorescenze di elicriso, 13 sono terpeni, di cui il pit abbondante ¢ il neril acetato.
I1 Carvacrolo (1,4%) ¢ noto inibire la crescita di E. coli e di B. cereus.

I composti chimici individuati sono di solito inclusi negli oli essenziali.
Nell'industria queste sostanze si usano nella sintesi di sostanze pregiate (B-pinene per
sintetizzare sostanze aromatiche; terpineolo per la sintesi di sostanze aromatiche),
come componenti di oli essenziali (1,8-cineolo), di aromi (terpineolo, nonale,
decanale), di profumi (nonale, decanale, neril acetato, cariofillene, a-humulene, -
farnesene, B-ionone), in medicina (1,8-cineolo, carvacrolo) come componenti in
cosmetici (a-copaene).

E da notare che sebbene la composizione sia qualitativamente e
quantitativamente simile a quella dei corrispondenti oli essenziali, il metodo qui usato
di estrazione con soluzione di etanolo al 50% delle infiorescenze di elicriso e achillea
¢ piu facile. Per qualche componente, come ad esempio il nerilacetato, 1’estrazione
permette di ottenerne un quantitativo superiore a quello presente nell’olio essenziale;
infatti nell’ olio essenziale di elicriso, varieta Helichrysum angustifolium, il contenuto
di neril acetato arriva al 40%, nell’ olio essenziale della varieta Helichrysum italicum
¢ compreso tra il 36,6% ed il 47,5%, mentre nell'estratto etanolico (50%) di

infiorescenze di Helichrysum arenarium raggiunge il 54,3%.
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CAPITOLO 4. RICERCA DELLE PROPRIETA ANTIBATTERICHE DEGLI
ESTRATTI DELLE PIANTE USATE

Sono state studiato nel corso della presente ricerca le proprieta antibatteriche
degli estratti delle seguienti piante - liquirizia Glycyrrhiza glabra, achillea Achillea
micrantha ed elicriso Helichrysum arenarium. Inoltre la dipendenza dell'azione
antimicrobica della composizione quantitativa e qualitativa delle frazioni isolate e
degli estratti ¢ stata verificata.

Per valutare I’attivita antibatterica sono state fatte tre prove per ogni campione.

4.1. Ricerca comparativa dell'attivita antibatterica degli estratti
idroalcolici al 50% e acquosi delle infiorescenze di Elicriso e Achillea e delle

radici di Liquirizia

L’attivita antibatterica degli estratti acquosi ed idroalcolici al 50% delle
infiorescenze di H. arenarium, di A. micrantha e delle radici di Gl. glabra ¢ stata
esaminata mediante il metodo di diffusione in agar con I’uso dei dischetti (Tabella
13) e mediante il metodo di diffusione in agar con 1’uso del pozzetto (Tabella 14).
Nello studio dell'attivita antibatterica degli estratti delle piante mediante il metodo
diffusione in agar con i dischetti ¢ stato utilizzato come controllo i dischetti standard

impregnati di antibiotici commercialli.
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Tabella 13

Studi comparativi dell'attivita antibatterica degli estratti acquosi ed idroalcolici

al 50% di piante studiate (metodo di diffusione in agar con 1’uso dei dischetti)

E.coli St. aureus B. subtilis
Gli estratti
diametro degli aloni di inibizione, mm
etanolico (50%) di infiorescenze di A. | 5,6+0,5 5,8+0,4 6,5+0,9
micrantha (1)
acquoso di infiorescenze  di A. 5,4+0,2 4,3+0,2 4,6+0,5
micrantha (1)
etanolico(50%) di infiorescenze diH. | 6,3+0,7 6,9+1,3 8,25+3,6
arenarium (I11)
acquoso di infiorescenze  di 5,4+0,3 5,5+0,9" 3,6+0,8
H.arenarium (1V)
etanolico (50%) di radice  di Gl. 8,621 8,0+:2,1 5,2+0,9
glabra (V)
acquoso di radice di Gl. glabra 6,4+0,2 6,7+0,4" 4,6+1,1
\4),
Streptomicina (VII) 24,0+£2,8 | 22,0+3,0 11,0+2,3
Tetraciclina (VI1II) 17,5£1,9 8,0£1,2 12,6+£3,2
Cloramfenicolo (1X) 33,2+3,1 23,3£1,5 7,8£1,9

* - |e differenze con il controllo sono attendibili con p <0,05;

Come si puo vedere dai dati inseriti in tabella 13, la piu alta attivita contro le
colture di E. coli, St. aureus, B. subtilis ¢ stata osservata per i seguienti antibiotici:
Streptomicina, Tetraciclina e Cloramfenicolo. Nelle diverse piante fra gli estratti
acquosi ed etanolici (50%), questi ultimi hanno sempre mostrato una attivita
antibatterica piu alta, probabilmente per una maggiore quantita di principi attivi di
media polarita (flavonoidi) che possono risultare meglio estratti da etanolo acquoso e
non da sola acqua. Tuttavia ¢ possibile che I’attivita antibatterica dell’estratto
acquoso sia determinata o compensata dalla maggiore quantitd di sostanze polari
come saponine, glicosidi e in particolare glicirrizina. Mentre D’estratto etanolico
(50%) di radice di Gl. glabra si ¢ mostrato il piu attivo dei tre estratti di piante nei

confronti di E. coli e di St. aureus , I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di
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H.arenarium ¢ risultato il piu efficace nei confronti di B. subtilis. Gli estratti acquoso
ed etanolico di infiorescenze A. micrantha contro tutti tre ceppi di microrganismi (E.
coli, St.areus, B. subtilis) hanno invece mostrato I’attivita antibatterica piu bassa sia
rispetto agli altri estratti sia verso gli antibiotici. Sebbene gli antibiotici hanno un
maggiore effetto antibatterico (Tabella 13) contro colture rispetto agli estratti,
quest'ultimi presentato una piu prolungata azione antimicrobica (Sukhenko er al.,
2010).

Contro ceppi di E.coli l'effetto antibatterico piu efficace ¢ stato trovato per
I’estratto idroalcolico al 50% della radice di GI. glabra (V) (fig. 20).
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Diametro degli aloni di inibizione,
m

I- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di A. micrantha
- I’estratto acquoso di infiorescenze di A. Micrantha
Il- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium
V- I’estratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V- I’estratto etanolico (50%) di radice di GI. glabra

VI- I’estratto acquoso di radice di Gl. glabra
VII-  streptomicina
VIII-  tetraciclina

IX-  cloramfenicolo
Fig. 20. L azione degli estratti studiati sulla crescita di E.coli (il metodo di

diffusione con 1’uso dei dischetti)

L'estratto idroalcolico al 50% delle radici di Gl.glabra (V) ha anche mostrato
una forte attivita antibatterica contro i ceppi di St. aureus comparabile a quella della

Tetraciclina (V1I). L'estratto idroalcolico al 50% delle infiorescenze di H. arenarium
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(1) ha mostrato un’attivita leggermente inferiore rispetto a quella dell’estratto di
radice Gl. glabra (V) (fig. 21).
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I- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di A. micrantha
- I’estratto acquoso di infiorescenze di A. Micrantha
I"ni- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium
IV-  Destratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V- I’estratto etanolico (50%) di radice di Gl. glabra
VI-  TDestratto acquoso di radice di GI. glabra
VII-  streptomicina
VIII-  tetraciclina
IX-  cloramfenicolo

Fig. 21. L’azione degli estratti studiati sulla crescita di St. aureus (il metodo di diffusione

con ’uso dei dischetti)

Contro i ceppo di B.subtilis I’estratto etanolico al 50% di infiorescenze di
H.arenarium (III) ha avuto Dattivita antibatterica piu alta, superiore a quella del

Cloramfenicolo (IX) (fig.22).
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I- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di A. micrantha
I- I’estratto acquoso di infiorescenze di A. Micrantha
Il- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium

IV-  Destratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V- I’estratto etanolico (50%) di radice di Gl. glabra
VI- I’estratto acquoso di radice di Gl. glabra
VII-  streptomicina
VIII-  tetraciclina

I1X- cloramfenicolo

Fig. 22. L’azione degli estratti studiati sulla crescita di B. subtilis (il metodo di

diffusione con I’uso dei dischetti)

L'effetto antibatterico degli estratti acquosi ed idroalcolici al 50% delle
infiorescenze di H. arenarium e di A. micrantha e delle radici di Gl. glabra ¢ stato
studiato anche mediante il metodo di diffusione in agar con I'uso del pozzetto
(Tabella 14). | risultati ottenuti sono simili a quelli ottenuti con il metodo di
diffusione in agar con 1’uso dei dischetti. Tuttavia, gli indicatori del diametro degli
aloni di inibizione ottenuti con il metodo con 1’uso dei pozzetti sono superiori ai dati
ottenuti con il metodo con I’uso dei dischetti. Nel metodo con 1’uso dei pozzetti

I’estratto diffonde direttamente nel terreno di coltura. E nel metodo con 1’uso dei
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dischetti I’estratto diffonde fuori dal disco di carta ma su questo potrebbe rimanere
una parte dei principi attivi delle piante.
In questo caso per confronto ¢ stato usato sia un estratto di propolis al 10%, le
cui proprieta antibatteriche dovute principalmente a due flavonoidi, pinocembrina e
pinostrombina, sono ben note, (Fabris et al., 2012). sia il solo etanolo al 50% .
Tabella 14
Studi comparativi dell'attivita antibatterica degli estratti acquosi ed acquosi di

etanolo al 50% delle piante (mediante metodo di diffusione in agar con I’uso dei

pozzetti)
E.coli St. aureus B. subtilis
Gli estratti
diametro degli aloni di inibizione, mm
etanolico (50%) di infiorescenze di 8,1+0,6 7,0+£0,3" 7,5+0,1"
A. micrantha (1)
acquoso di infiorescenze  di A. 4,3+0,2 6,7+0,2° 6,4+0,5
micrantha (11)
etanolico(50%) di infiorescenze di 9,0+1,0 7,5¢1,2 9,6+0,2
H. arenarium (111)
acquoso di infiorescenze  di 4,2+0,3 5,4+1,2° 4,6+0,8
H.arenarium (1V)
etanolico (50%) di radice  di GlI. 13,342.1 9,8+1,2 6,5+0,3"
Glabra (V)
acquoso di radice di Gl. glabra 5,1+0,3 8,9+0,5 5,6+0,9
\4))
50% etanolo (X) 0 0 0
propolis 10% (XI) 25,0+1,2 18,8+1,3 13,5+2,1

* - |e differenze con il controllo sono attendibili con p < 0,05, 0-assenza di un‘azione antimicrobica

La tabella 14 mostra che I’estratto etanolico (50%) di radice di liquirizia ¢
risultato il piu efficace contro due dei tre i ceppi microbici testati (E. coli e St.
aureus), ma in particolare contro E.coli, mentre I’estratto etanolico (50%) di
infiorescenze di elicriso ha avuto D’attivita antibatterica piu alta contro ceppi di B.

subtilis. Risulta poi significativo che gli estratti acquoso e etanolico (50%) di radice
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di liquirizia contro St. aureus hanno dimostrato un elevato e comparabile effetto
inibitorio. Tuttavia molto piu efficace ¢ risultato I’estratto di propolis al 10%.

Nella figura 23 ci sono i risultati dello studio dell’attivita antibatterica contro
E.coli degli estratti studiati , ottenuti dal metodo di diffusione in agar con l'uso dei

pozzetti.
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I- P’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di A. micrantha
I1-I’estratto acquoso di infiorescenze di A. Micrantha
- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium

V- I’estratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V-1’estratto etanolico (50%) di radice di GI. glabra
VI- I’estratto acquoso di radice di Gl. glabra

X —50% etanolo
XI — propolis 10%
Fig. 23. L azione degli estratti studiati sulla crescita di E.coli (il metodo di diffusione

con I’uso del pozzetto)

La figura 23 mostra i risultati ottenuti nello studio dell’ attivita antibatterica
contro E.coli degli estratti mediante il metodo di diffusione in agar con l'uso del
pozzetto. L’estratto etanolico (50%) di radice di Gl. glabra (V) mostra I’attivita

antimicrobica piu alta tra gli estratti di piante.
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I- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di A. micrantha
I- I’estratto acquoso di infiorescenze di A. Micrantha
Il- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium

IV-  Destratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V- I’estratto etanolico (50%) di radice di Gl. glabra
VI- I’estratto acquoso di radice di Gl. glabra

X —50% etanolo
XI — propolis 10%

Fig. 24. L’azione degli estratti studiati sulla crescita di St. aureus (il metodo di

diffusione con 1’uso del pozzetto)

Gli estratti idroalcolici al 50% ed acquosi delle radici di liquirizia (V e VI)

contro St. aureus hanno mostrato un’attivita antibatterica piu elevata (fig. 24). Gli

estratti acquosu ed etanolici al 50% delle infiorescenze di elicriso e

hanno mostrato una simile attivita antibatterica piu bassa e paragonabile.

di achillea
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Il- I’estratto etanolico (50%) di infiorescenze di H. arenarium

V- I’estratto acquoso di infiorescenze di H.arenarium
V- I’estratto etanolico (50%) di radice di Gl. glabra
VI- I’estratto acquoso di radice di Gl. glabra

X —50% etanolo
XI — propolis 10%
Fig. 25. L’azione degli estratti studiati sulla crescita di B. subtilis (il metodo di

diffusione con I’uso del pozzetto)

L’estratto etanolico al 50% delle infiorescenze di elicriso (I11) ha dimostrato
I’attivita antibatterica piu alta contro la coltura di B. subtilis, piu che doppia rispetto
al corrispondente estratto acquoso.

Questa indagine ha dimostrato che ceppi diversi di batteri sono differentemente

sensibili ai componenti estratti dalle piante studiate.
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4.2. | risultati dell’attivita antibatterica degli estratti di piante studiate

ottenuti mediante conta delle unita formanti colonie (UFC)

E stata studiata Iattivita antibatterica degli estratti acquosi delle infiorescenze
di Helichrysum arenarium e di Achillea micrantha e delle radici di Glycyrrhiza
glabra mediante conta delle unita formanti colonie (UFC), verso colture test di
microrganismi (E. coli, St. aureus, B. Subtilis) (tabella 15).
Tabella 15
Attivita comparativa antibatterica degli estratti acquosi di piante in un terreno
di coltura (UFC)

Estratti E. coli St. aureus B. subtilis

H. arenarium 4,7+0,3* 7,5+0,3* 1,7+£0,2*
(infiorescenze)

A. micrantha 10,3+0,2* 5,1+1,6* 4,7+1,03*
(infiorescenze)

Gl. glabra (radici) 3,0+0,1* Nessuna crescita | Nessuna crescita
della coltura della coltura
Controllo 244.9+5,6* 139,6+1,9" 200,242,5*

* - le differenze con il controllo sono attendibili con p < 0,05

Dei dati inseriti nella tabella 15 si osserva che in un terreno di coltura, cotto
con [I’estratto acquoso delle radici di liquirizia, non si trovano colonie di
microrganismi, cio¢ ¢’¢ stata un’attivita antibatterica completa contro tutti tre i ceppi
dei microrganismi (E. coli, St. aureus, B. subtilis). L’effetto antibatterico contro il
ceppo di E.coli si trova negli estratti acquosi delle infiorescenze di achillea e di
elicriso. La crescita di colonie di St.aureus esposte ad estratti acquosi delle
infiorescenze di A. micrantha e di H. arenarium ¢ diminuita di 27,3 e 18,6 volte
rispettivamente, rispetto al controllo. Come controllo ¢ stata usata una sospensione
dei microrganismi. In presenza degli estratti acquosi delle infiorescenze di A.

micrantha e H. arenarium la crescita di B. subtilis ¢ diminuita di 43 e 118 volte
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rispettivamente rispetto al controllo. Come si puod vedere, i ceppi Gram positivi (St.
aureus e B. subtilis) sono piu sensibili agli estratti acquosi delle piante studiate
(Achillea micrantha, Helichrysum arenarium, Glycyrrhiza glabra), rispetto ai ceppi
Gram negativi di E. coli. La buona attivita antibatterica degli estratti acquosi ottenuti
con questo metodo puo essere spiegata col fatto che negli estratti sono presenti dei
composti ad attivita antibatterica molti attivi. E quindi necessario capire quali sono

tali composti presenti negli estratti.

4.3. Valutazione comparativa dell'attivita antibatterica degli estratti di

liquirizia, cresciuti in regioni diverse

In questo ricerca ¢ stata esaminata in maniera comparativa l'attivita
antibatterica degli estratti etanolici di radice di liquirizia Glycyrrhiza glabra, che
cresce nella regione di Astrakhan (Russia) e in Calabria (Italia) (tabella 16).

Tabella 16
L’attivita antibatterica comparativa degli estratti di etanolo al 50% delle radici

di liquirizia Glycyrrhiza glabra

E.coli | St aureus | B. subtilis
Gli estratti di radici di Glycyrrhiza glabra | diametro degli aloni di inibizione,
Proveniente di Astrakhan (40 g/l) (A) 14,1+3,6* 11,?2:“2,3* 10,5+6,8*
Proveniente di Astrakhan (20 g/l) (B) 11,9+0,5° | 4,0£0,6* | 13,7+5,2*
Proveniente di Calabria (40 g/l) (C) 18,7+3,6* | 4,6+1,3* | 8,745,9*
Proveniente di Calabria (20 g/l) (D) 5,9+0,7* 0 4,2+0,4*
etanolo al 50% 0 0 0

* - le differenze con il controllo sono attendibili con p <0,05; 0-assenza di un‘azione antimicrobica

Come si vede nella tabella 16, alcuni risultati presentano un intervallo di
incertezza molto elevato per cui trarre conclusioni risulta difficile soprattutto per gli

esperimenti con un piu alto contenuto di estratto. Probabilmente i due estratti hanno
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attivita comparabile su E.coli e B.subtilis se si lavora a concentrazioni alte, mentre &
sicuramente piu attivo I’estratto della liquirizia russa su St.aureus. Se si confrontano
invece le prove lavorando con concentrazioni piu diluite il margine di incertezza ¢
significativamente piu basso e 1’attivita antibatterica rispetto a tutti e tre i ceppi risulta
superiore usando 1’estratto di radice di liquirizia della regione di Astrakhan (B)
rispetto a quello della Calabria (D) (fig. 26). Va rimarcato il fatto che lavorando a piu

bassa concentrazione il campione (D) ¢ risultato inattivo nei confronti di St.aureus

(fig.27).
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A - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (40 g/l)

B - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (20 g/l)
C — Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (40 g/l)
D- Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (20 g/l)

Fig. 26. L’attivita comparativa antibatterica degli estratti di etanolo (50%) di radice di

liquirizia Glycyrrhiza glabra contro E.coli

Contro i ceppi di B. subtilis I’estratto etanolico di radice di liquirizia di regione
di Astrakhan non solo ha mostrato maggiore attivita antibatterica degli estratti di
radice di liquirizia di Calabria (Italia) ma sorprendentemente la diminuzione della

concentrazione di sostanze attive nel mezzo (campione B) non ha causato minore
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attivita antibatterica ma attivitd comparabile 0 addirittura superiore (fig.28). Questo
risultato suggerisce 'utilita di studiare I’attivita antibatterica degli estratti mediante il
metodo di diluizioni seriali per determinare la concentrazione minima inibente
(MIC).
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A - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (40 g/l)

B - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (20 g/l)
C — Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (40 g/l)
D- Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (20 g/I)

Fig.27. L’attivita comparativa antibatterica degli estratti di etanolo (50%) di

radice di liquirizia Glycyrrhiza glabra contro St. aureus
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diametro degli aloni diinibizione, mm

P

D etanolo al
50%

A - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (40 g/l)

B - Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Astrakhan (20 g/I)
C — Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (40 g/l)
D- Gli estratti di radice di Glycyrrhiza glabra di regione di Calabria (20 g/l)

Fig.28. L’attivita comparativa antibatterica degli estratti di etanolo (50%) di radice di
liquirizia Glycyrrhiza glabra contro B. subtilis

Inoltre Tl'attivita antibatterica di estratti di radici di liquirizia raccolte nella
regione di Astrakhan ed in Calabria, ottenuti per trattamento delle radici medesime
con vari solventi (etanolo assoluto, etilacetato e dietilcarbonato) ¢ stata anche
determinata ottenendo risultati interessanti ed innovativi. I risultati dell'attivita degli
estratti contro i medesimi microrganismi, espressi in valore di diametro degli aloni di

inibizione, sono presentati nella tabella 17.
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Tabella 17
L’attivita comparativa antibatterica degli estratti ottenuti con solventi diversi di

radice di liquirizia Glycyrrhiza glabra

E.coli | St aureus | B. subtilis
Gli estratti diametro degli aloni di inibizione,
mm
in dietilcarbonato (DC)
Liquirizia della regione di Astrakhan 28,2+1,6 | 25,3+2,8 | 24,8+4,02
(11,4 g/1)- | [2,5]° [2,2]° [2,2]°
Liquirizia della regione di Astrakhan 11,9+2,5 | 10,0+0,8 | 14,8+5,9
(5,7 g/l)- 1l [2,1]° [1,8]° [2,6]°
Liquirizia della regione Calabria 9,1+0,9 9,5+1,2 11,1+0,8
(13,68 g/l) — 11 [0,7]° [0,7]° [0,8]°
Liquirizia della regione Calabria 10,2+3,1 5,8+1,3 7,8+2,3
(6,84 g/l) — IV [1,5]° [0,8]° [1,1]°
in etilacetato (EA)
Liquirizia della regione di Astrakhan 11,5+0,7 9,5+2,3 9,5+2,3
(4 g/l)—1 [2,9]° [2,4]° [2,4]°
Liquirizia della regione di Astrakhan 9,5+0,7 5,6+0,7 9+1,7
(2g/l)-1l [4,8]° [2,8]° [4,5]°
Liquirizia della regione Calabria 14,1+0,8 | 13,6+4,2 | 13,8+1,7
(16,84 g/l) — I [0,8]° [0,8]° [0,8]°
Liquirizia della regione Calabria 0 8,2+1,5 11,7+2,4
(8,42 g/l) - IV [1,0]° [1,4]°
in etanolo (E)
Liquirizia della regione di Astrakhan 16,5+2,1 8,5+0,7 10,2+1,8
(11,59g/l) -1 [1,4]° [0,77° [0,9]°
Liquirizia della regione di Astrakhan 11,0+1,6 0 9,5+1,7
(5,75 g/l) -1l [1,9]° [1,6]°
Liquirizia della regione Calabria 14,1+0,8 | 11,3£5,2 9,1+2,7
(21,2 g/l) — 111 [0,7]° [0,5]° [0,4]°
Liquirizia della regione Calabria 10,2+2.9 0 7,8+1,2
(10,6 g/l) - IV [1,0]° [0,7]°
Etanolo 0 0 0
Etilacetato 0 0 0
Dietilcarbonato 0 0 0

° valori medi normalizzati per g/l di estratto; 0-assenza di un‘azione antimicrobica
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Come si vede, la massima attivita antibatterica contro tutti tre i ceppi di
microrganismi ¢ stato mostrato dagli estratti di radice di liquirizia di regione di
Astrakhan rispetto agli analoghi da radice di liquirizia della Calabria, in tutti e tre i
solventi indagati. Inoltre attivita comparabile, o addirittura superiore, si ¢ riscontrata
in questi estratti di radice di liquirizia di regione di Astrakhan dimezzando la quantita
di principio attivo utilizzato nelle prove, se si esclude il caso dell’esperimento su
St.aureus dove il dimezzamento porta ad una mancata attivita antibatterica.
Particolarmente elevata ¢ risultata I’attivita batterica degli estratti in dietilcarbonato e
in etil acetato, soprattutto se, per questo secondo solvente, si fa riferimento al valore
medio normalizzato a parita di quantitativo usato negli esperimenti. Tale attivita
risulta superiore a quella ottenuta usando etanolo puro come solvente. Considerando
che la maggior concentrazione di glicirrizina (516 mg /g) ¢ stata trovata in estratti di
etanolo 50% di liquirizia di regione di Astrakhan mentre in dietilcarbonato tale
prodotto era presente in quantita assai minore (108 mg /g) (Tab.10, Cap.3), si puod
dedurre con sicurezza che non ¢ questo composto il principale responsabile
dell’attivita antibatterica. Al contrario 1’estratto in dietilcarbonato di radice di
liquirizia di regione di Astrakhan si € visto che contiene acido 18B- glicirretico in
quantita molto superiori (10,81 mg /g); pertanto tale composto potrebbe giocare un
ruolo significativo nell’attivita antibatterica. L’ipotesi ¢ supportata dal fatto che tale
composto ¢ presente solo in minima quantita nell’estratto in dietilcarbonato della
radice di liquirizia della Calabria utilizzata nelle prove. Tuttavia altri composti di
media polarita, quali ad es. alcuni flavonoidi, piu facilmente estraibili in solventi
quali dietilcatbonato ed etile acetato potrebbero avere un’importanza ancora
superiore. Infine & da sottolineare se si confrontano i dati di attivita batterica ottenuti
usando etanolo puro (Tab.17 campione I(E)) ed etanolo acquoso al 50%, (Tab.16
campione B), i risultati ottenuti con I’etanolo puro risulterebbero migliori.

La Figura 29 mostra i dati non normalizzati contro i ceppi di E.coli degli

estratti nei diversi solventi [dietilcarbonato, etil acetato ed etanolo puro] di radice di
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liquirizia, che cresce nella regione di Astrakhan (campioni I, ad alta concentrazione, e

I1, a bassa concentrazione) ed in Calabria (campioni 111, ad alta concentrazione, e 1V,

a bassa concentrazione).
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DC — estratto in dietilcarbonato
EA —estratto in etilacetato
E — estratto in etanolo

Fig.29. Studi comparativi degli effetti di estratti di liquirizia (di Astrakhan e di

Calabria) sulla crescita di E.coli

La Figura 30 mostra i dati non normalizzati contro i ceppi di St. aureus degli
estratti nei diversi solventi [dietilcarbonato, etil acetato ed etanolo puro] di radice di

liquirizia, che cresce nella regione di Astrakhan (campioni I, ad alta concentrazione, e
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I1, a bassa concentrazione) ed in Calabria (campioni 111, ad alta concentrazione, e 1V,

a bassa concentrazione).
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DC — estratto in dietilcarbonato
EA —estratto in etilacetato
E — estratto in etanolo

Fig. 30. Studi comparativi degli effetti di estratti di liquirizia (di Astrakhan e di

Calabria) sulla crescita di St. aureus

La Figura 31 mostra i dati non normalizzati contro i ceppi di B. subtilis degli
estratti nei diversi solventi [dietilcarbonato, etil acetato ed etanolo puro] di radice di
liquirizia, che cresce nella regione di Astrakhan (campioni I, ad alta concentrazione, e
I1, a bassa concentrazione) ed in Calabria (campioni 111, ad alta concentrazione, e 1V,

a bassa concentrazione).
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DC — estratto in dietilcarbonato
EA —estratto in etilacetato
E — estratto in etanolo

Fig. 31. Studi comparativi degli effetti di estratti di liquirizia (di Astrakhan e

di Calabria) sulla crescita di B. subtilis

| risultati qui presentati risultano importanti e degni di approfondimento visto
che taluni estratti dalla radice di liquirizia raccolta nella regione di Astrakhan
presentano una espressione significativa della attivita antibatterica contro E. coli, St.
aureus, B. subtilis confrontabile con quella di antibiotici commerciali. Inoltre
I’utilizzo di solventi non consueti rispetto a quelli tradizionalmente impiegati (acqua
o miscele idroalcoliche) per 1’estrazione di principi attivi di origine vegetale e
decisamente piu efficaci di questi ultimi apre nuove prospettive e potenziali
applicazioni industriali. Tuttavia andra sviluppata la tecnologia di rimozione di detti

solventi dal prodotto estratto finito se si vogliono sviluppare nuove medicine.
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4.4. | risultati della ricerca sulle variazioni di attivita antibatterica
dopo frazionamento degli estratti di Gl. glabra (Calabria, Italia e la regione
di Astrakhan, Russia)

L’attivita antibatterica delle frazioni principali degli estratti etanolico al 50% di
radice di Gl. glabra della regione di Astrakhan (Russia) e della Calabria (Italia)
ottenute durante la presente ricerca mediante cromatografia su colonna ¢ stata
valutata contro microrganismi non patogeni mediante il metodo di diffusione in agar
con I’uso del pozzetto e mediante il metodo di diluizione seriale (MIC). Questa
ricerca preliminare aveva lo scopo di valutare la convenienza di un frazionamento
rispetto all’estratto tal quale ed eventualmente correlare la struttura dei gruppi di
sostanze isolate con la maggiore attivita antibatterica. Le frazioni E1-E5, di cui erano
state valutate precedentemente le concentrazioni di glicirrizzina e di acido 18
glicirretinico (Tabella 9 del cap.3), sono state sottoposte ad indagine; i campioni E1-
E4 erano solidi mentre la frazione E5 era un liquido. | risultati dello studio
dell'attivita antibatterica di queste frazioni mediante il metodo di diffusione in agar
mentre i dati quantitativi in MIC, espressi come mg/ml, e determinati con il metodo
delle diluizioni in serie sono in tabella 19.

Tabella 18

L’effetto antibatterico di frazioni di estratto etanolico al 50% delle radici di
liquirizia (proveniente di Astrakhan) (mediante il metodo di diffusione in agar con
’uso del pozzetto)

Frazione (Img/ml) E.coli | St.aureus |  B.subtilis
diametro degli aloni di inibizione, mm
El 0 0 0

E2 16,0+3,4* 0 6,5+£3,1*

E3 14,5+£2,3* 0 6,6+2,8*

E4 15,8+0,7 6,7+1,2* 12,1+1,3*
ES 0 8,3+0,9* 0

* - le differenze con il controllo sono attendibili con p < 0,05, 0-assenza di un‘azione antimicrobica
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Come si puo vedere dalla tabella 18, la frazione E4 ¢ risultata attiva contro tutti
e tre i ceppi testati e la frazione E5 solo nei confronti di St.aureus ; al contrario le
frazioni E2 ed E3, inattive contro la cultura di St. aureus , hanno mostrato effetto
antibatterico contro i ceppi di E. coli e B. subtilis. I dati riconfermano ulteriormente
che la glicirrizzina presente in tutti e 5 i campioni ha un effetto modesto o nullo. Per
quanto riguarda il ruolo dell’acido 18P glicirretico, essendo esso presente in tutti e 5 i
campioni in quantita assai modeste , non ¢ possibile trarre alcuna conclusione. Risulta
invece evidente che altri componenti non ancora identificati e presenti
verosimilmente in quantita diverse nelle frazioni ottenute possono essere importanti e
selettivi verso i batteri indagati.

Tabella 19
L’effetto antibatterico di frazioni di estratto etanolico al 50% di radici di

liquirizia (proveninete di Astrakhan) (mediante metodo MIC)

Frazione E.coli | St.aureus |  B.subtilis
MIC, ug/ml
El 1000,0+0 1000,0+0 1000,0+0
E2 62,5+9,5* 1000,0+0 1000,0+0,0
E3 125,0+19,4* 1000,0+0 62,5+13,9"
E4 62,5+11,3* 62,5+8,9* 1000,0+0,0
ES 1000,0+0 250,0+£21,3* 1000,0+0

Nota: * - le differenze con il controllo sono attendibili con p <0,05

La concentrazione minima inibente (MIC) nei confronti di E. coli (62,5 ug/ ml)
¢ stata determinata nelle frazione E2 ed E4, nei confronti di St.aureus (62,5 pg/ ml) ¢
stata determinata nella frazione E4, mentre contro B. subtilis (62,5 pg /ml) ¢ stata
individuata nella frazione E3. Cio conferma che il frazionamento, anche se non ¢
stato efficiente e richiederebbe una ulteriore indagine ed una ottimizzazione, separa
componenti aventi diversa selettivita nei confronti dei batteri testati e probabilmente

diversa concentrazione nelle frazioni isolate
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Nella figura 32 sono riportati i risultati dallo studio dell'attivita antibatterica
delle frazioni dell’estratto idroalcolico al 50% della radice di liquirizia proveniente di

regione di Astrakhan.
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Fig. 32. Studi comparativi dell'attivita antibatterica delle frazioni di estratto
etanolico al 50% della radice di liquirizia Gl. glabra (proveniente di Astrakhan)

(mediante metodo di diffusione in agar)

Se si confrontano i dati del diametro degli aloni di inibizione contro E.coli
trovati nelle frazioni di E2, E3 e E4 (Tab.18) con quelli dell’estratto non frazionato
(tab.14), si osserverebbe un leggermente piu pronunciato effetto antibatterico di
ciascuna delle 3 frazioni. La frazione E4 contro B. subtilis risulterebbe ben due volte
piu efficace dell’estratto non frazionato. Una maggiore attivita di singole frazioni era
da attendersi perché il frazionamento aumenta la % in peso delle specie
biologicamente attive in una o piu frazioni rispetto alla % in peso presente
nell’estratto non frazionato. Al contrario nei confronti di St. aureus I’estratto ha
mostrato un effetto antibatterico piu forte delle singole frazioni. Questo dato non
facilmente prevedibile potrebbe forse indicare che il frazionamento o porta a parziale

degradazione delle specie biologicamente attive o impedisce un effetto sinergico tra
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vari composti, se separati mediante frazionamento, che invece ¢ possibile nell’estratto
di partenza. Questa indagine preliminare indica che il frazionamento pud essere
importante ma richiede un ulteriore approfondimento. Un analogo studio sull'effetto
antibatterico delle frazioni dell’ estratto etanolico 50% di radice di liquirizia
(Calabria) ¢ stato effettuato mediante il metodo di diffusione in agar con 1’uso di
pozzetto (tabella 20) e mediante il metodo delle diluizioni in serie (tabella 21). Le
frazioni G1, G5 e G6 hanno mostrato azione antimicrobica (batteriostatica) contro i
ceppi di E. coli e di St. aureus, le frazioni G2 G3 e G4 solo contro la coltura di E.coli,
la frazione G7 solo contro St. aureus. La piu grande attivita antibatterica contro il St.
aureus si ¢ avuta con le frazione G5 e G6. Tutte le frazioni non hanno mostrato
alcuna attivita antibatterica contro i ceppi di B.subtilis. Visti i risultati alquanto strani
il frazionamento dell’estratto etanolico 50% da radice di liquirizia di Calabria e 1 test
biologici andrebbero ripetuti in un prossimo futuro per una verifica.
Tabella 20
L’effetto antibatterico di frazioni di estratto di etanolo al 50% di radice di

liquirizia calabrese (mediante metodo di diffusione in agar)

Frazione E.coli | St.aureus |  B.subtilis

(Img/ml) diametro degli aloni di inibizione, mm
Gl 9,5+1,2* 6,0+1,4* 0
G2 7,5+0,7* 0 0
G3 6,2+0,9* 0 0
G4 6,1+1,1* 0 0
G5 5,5+0,7* 18,548,1* 0
G6 5,4+0,8* 12,3+4,4* 0
G7 0 5,8+0,9* 0
G8 0 0 0
G9 0 0 0

* - le differenze con il controllo sono attendibili con p < 0,05, 0-assenza di un‘azione antimicrobica

Il valore della concentrazione minima inibente ¢ quasi la stessa per tutte le
frazioni dell’estratto di etanolo al 50% della radice di liquirizia calabrese (tabella 21)

e non si osservano significative variazioni tra le varie frazioni.
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Tabella 21

L’effetto antibatterico di frazioni di estratto etanolico al 50% di radice di

liquirizia calabrese (mediante metodo MIC)

Frazione E.coli St. aureus B. subtilis

(1mg/ml) MIC, pg/mi
Gl 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G2 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G3 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G4 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G5 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G6 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G7 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G8 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0
G9 1000,0+0,0 1000,0+0,0 1000,0+0,0

I risultati dello studio dell'attivita antimicrobica delle frazioni dell’estratto

etanolico al 50% della radice di liquirizia calabrese sono riportati anche in figura 33.

diametro degli aloni di inibizione, mm

E.coli BSt.aureus OB.subtilis

Fig. 33. Studi comparativi dell'attivita antibatterica delle frazioni dell’estratto

etanolico al 50% della radice di liquirizia Gl. glabra proveniente di Calabria
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4.5. Valutazione comparativa dell’attivita antibatterica del glabridin e degli

estratti di liquirizia

Infine ¢ stata studiata I’attivita antibatterica di una soluzione di glabridin
(prodotto commerciale) in concentrazione 30 ng/ul e 40 ng/ul simile alla
concentrazione del medesimo composto che ¢ stato trovato negli estratti di radici di
liquirizia di Astrakhan (33 ng/ul) e di Calabria (35 ng/ul). Tale composto era stato
considerato da studi precedenti di altri autori come uno dei principali componenti
antibatterici della radice di liquirizia. I risultati sono riportati in tabella 22.

Tabella 22
L’attivita comparativa antibatterica di Glabridin puro e degli estratti di radice

di liquirizia Glycyrrhiza glabra

E.coli St.aureus B.subtilis
diametro degli aloni di inibizione, mm

Glabridin 30 ng/ul 7,5+0,6 0 4,5+0,5
Glabridin 40 ng/ul 6,7+0,4 0 4,6+0,5
Estatto di etanolo 14,1+£3,6 11,5+2,3 10,5+6,8
acquoso al 50% di

liquirizia

(Astrakhan)

Estratto di etanolo 18,7+£3,6 4.6+1,3 8,7+5,9
acquoso al 50% di

liquirizia

(Calabria)

La tabella 22 mostra che gli estratti di liquirizia sono risultati piu attivi della
soluzione di Glabridin contro tutti e tre i ceppi batterici. Inoltre Glabridin puro non ha
mostrato  sorprendentemente alcuna azione inibitoria contro St. aureus,
contrariamente a quanto precedentemente riportato in letteratura. | risultati ottenuti

nella presente indagine indicano sia una possibile azione sinergica all’attivita
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antibatterica di piu componenti presenti negli estratti sia che il prodotto puro di
origine commerciale non ¢ sicuramente sempre dotato di attivita antibatterica.

| risultati ottenuti indicano che l'azione antibatterica ¢ determinata dalla presenza
negli estratti non solo dai composti noti come il glabridin e la glicirrizina ¢ ’acido 18
B glicirretico la cui attivita antibatterica ¢ conosciuta, ma anche dalla presenza negli
estratti di altri composti antibatterici che non sono stati determinati in questa ricerca;
da qui la necessita di continuare la ricerca in collaborazione tra le due universita per
determinare quali sono questi componenti.

Esaminando gli studi effettuati su tutti gli estratti delle piante (Gl. glabra, A.
micrantha e H. arenarium) si ¢ osservata un’ attivita antibatterica pit 0 meno elevata.
Tutti gli estratti delle piante studiate hanno mostrato 1’attivita antibatterica piu alta
contro la coltura di ceppi di E. coli.

Questi risultati permettono potenzialmente di usare gli estratti ottenuti dalle
piante selezionate come componenti antibatterici di prodotti biologici con

applicazioni differenti (cosmetico, farmaceutico, ecc).
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CAPITOLO 5. IL PROCESSO TECNOLOGICO PER LA
PRODUZIONE DI ESTRATTI LIQUIDI DALLE RADICI DI LIQUIRIZIA,
DALLE INFIORESCENZE DI ACHILLEA E DI ELICRISO

Una delle fasi principali della produzione di estratti con proprieta
antimicrobiche ¢ 1’elaborazione di uno schema tecnologico di produzione e di
applicazioni degli estratti. In questa ricerca sono stati prodotti i seguenti estratti: un
estratto liquido delle infiorescenze di Achillea A. micrantha, un estratto liquido delle
infiorescenze di Elicriso H. arenarium e un ‘estratto liquido delle radici di Liquirizia
Gl. glabra. E stato elaborato quindi uno schema tecnologico di produzione degli
estratti liquidi delle piante studiate come mostrato in figura 34 (in questo caso il
solvente estraente ¢ etanolo acquoso al 50%).

La fase iniziale per la produzione di tutti tre tipi di estratti ¢ indicata come pre-
produzione, che comprende la sanificazione industriale o delle strutture di
laboratorio, il rispetto di standard igienico-sanitari e la bonifica delle attrezzature. Il
passo successivo € quello di preparare il materiale vegetale ¢ estraente e idonei
contenitori in vetro o in altro materiale idoneo.

Dopo il lavoro preparatorio ¢’¢ il processo principale, che ¢ I’ottenimento degli
ingredienti attivi dal materiale vegetale sotto forma di estratto liquido. Dopo
filtrazione ed evaporazione dell’etanolo dal prodotto, quest’ultimo viene sterilizzato,
imballato, confezionato ed etichettato. Sulle etichette applicate alle bottiglie e
all’imballaggio va scritto il fabbricante indidicabile anche con il proprio marchio, il
nome del farmaco in latino e in russo, il volume o il peso della preparazione, la data
di stoccaggio, il numero di registrazione e il numero di serie. Inoltre sulle etichette
apposte sulle bottiglie ¢ necessario scrivere la data di scadenza del preparato ed il

codice a barre.
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LA 1. Trattamenti pre-
sanitari di produzione C,,
Cm

A\ 4

LA 1.1. Sanificazione dei
locali

\ 4

A 4

LA 1.2. Formazione del
personale

LA 1.3. Preparazione delle
apparecchiature

Rifiuti industriali

LA 2. Preparazione delle
materie prime e dei liquidi
estraentiC;, Cch C,

\ 4

LA 2.1. Preparazione dell’
acqua distillata

\ 4

\ 4

LA 2.2. Preparazione della
soluzione acquosa di etanolo

LA 3. Preparazione della
vetreria e delle
apparecchiature C;, Cey

\ 4

LA 2.3. Sminuzzatura e
pesatura delle piante

A\ 4

\ 4

Vetreria su ICES 5.1.

A 4

PT 4.1. Produzione
dell’estratto etanolico

> meccaniche

v

Perdite

PT.4. Produzione
dell’estratto liquido C;,
Cch. Cm

A 4

PT 4.2. Filtrazione

-

Scarti vegetali

A 4

PT 4.3. Evaporazione

\4

\4

PT 4.4. Sterilizzazione

ICES Imbottigliamento,
chiusura con tappo ed
etichettatura C;, Cch C,

ICES 5.1. Imbottigliamento

y

ICES 5.2. Chiusura con
tappo ed Etichettatura

Rifiuti industriali

\ 4

Spedizione al deposito

Fig. 34. Schema tecnologico di produzione di un estratto liquido
LA — lavori accessori, PT — processo tecnologico, ICES — imbottigliamento, chiusura,
etichettatura, spedizione, C¢n, — controllo chimico, C; — controllo tecnico, Cr, — controllo

microbiologico
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5.1. La tecnologia di produzione di un estratto liquido di infiorescenze
di Achillea

1. Raccolta, lavorazione ed essiccazione del materiale vegetale (infiorescenze
di achillea). Il materiale vegetale raccolto ¢ stato accuratamente lavato ed essiccato in
un luogo fresco, stendendone un sottile strato (2-3 cm) sulla carta.

2. Preparazione del materiale vegetale : sminuzzamento e pesatura della
quantita necessaria di materiale vegetale per le operazioni successive,

3. Preparazione del liquido estrattore. Come liquido estrattore ¢ stato scelta una
soluzione acquosa di etanolo al 50%, in quanto fornisce una estrazione di molti
gruppi di sostanze biologicamente attive (flavonoidi, terpenoidi e lattoni).

4. Produzione dell’estratto liquido delle infiorescenze di achillea. 1l materiale
vegetale ¢ stato tritato fino ad ottenere una pezzatura di 3-5 mm. | pezzetti di
infiorescenza cosi ottenuti sono stati posti in contenitori di vetro con vetro scuro,
riempiti con una miscela di etanolo acquoso al 50% (1:10 peso parte vegetale: peso
del solvente) e lasciati estrarre per 7 giorni ad agitazione costante. La miscelazione &
stata garantita da un miscelazione (PE - 6300 M) operante ad una velocita media (105
giri / min). La temperatura di lavoro ¢ stata quella ambiente (20-25 ° C).

5. Purificazione dell'estratto dagli scarti mediante filtrazione su carta da filtro.

6. Riempimento delle bottigliette di vetro scuro con 30 ml di soluzione
ottenuta.

7. Sterilizzazione dell'estratto ed evaporazione dell’etanolo in sterilizzatrice
con riscaldamento a secco (sterilizzatore d’aria GP-40 MO) a 85 ° C. L’operazione ¢
stata eseguita tre volte per 15 minuti ciascuna.

8. Standardizzazione dell’estratto liquido ottenuto da infiorescenze di achillea,
mediante determinazione del contenuto delle sostanze attive o dell’attivita biologica.
Il contenuto viene determinato con metodi chimico-fisici.. La quantificazione dei

composti flavonoidi ¢ stata effettuata mediante spettrometria-UV. Piu precisa, ma piu
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costosa, ¢ risultata la tecnica HPLC. L'attivita biologica del liquido estratto risultante
dalle infiorescenze di achillea ¢ stata determinata con tecniche biologiche. In questo
caso, l'estratto ¢ stato indagato per valutare l'attivita antimicrobica Verso i test colture
E. coli, St. aureus, B. subtilis. E stato usato il metodo delle diluizioni seriali
(Aleshukina, 2003) o il metodo di diffusione in agar (Sukhenko, 1999,
Dzerzhinskaya, 2005).

9. Imbottigliamento in bottiglie in polietilene con tappo in materiale plastico.

La produzione di un estratto liquido di infiorescenze di achillea ¢ riportato nel
seguente schema (fig. 35).

Raccolta, concia e essiccazione delle infiorescenze di Achillea

J L

Sminuzzamento e pesatura delle infiorescenze di Achillea

\/
Macerazione con ’uso di una soluzione di etanolo al 50%

\/
Filtrazione

\;
Sterilizzazione

J L

Standardizzazione di estratto

J L

Imbottialiamento ed etichettatura

Fig. 35. Le fasi del processo per ottenere un estratto liquido di infiorescenze
di Achillea Achillea micrantha
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5.2. La tecnologia di produzione di un estratto liquido di infiorescenze di

Eliciriso

1. Raccolta, lavorazione ed essiccazione materiale vegetale (infiorescenze dell’
elicriso). Il materiale vegetale raccolto ¢ stato accuratamente lavato ed essiccato in un
luogo fresco sulla carta.

2. Preparazione del materiale vegetale - sminuzzamento e pesatura la quantita
necessaria per le successive operazioni.

3. Preparazione del liquido estrattore. Come liquido estrattore ¢ stato scelta una
soluzione acquosa di etanolo al 50%, in quanto fornisce una estrazione di molti
gruppi di sostanze biologicamente attive (flavonoidi, terpenoidi e lattoni).

4. Produzione dell’estratto liquido delle infiorescenze di elicriso. Il materiale
vegetale ¢ stato tritato fino ad ottenere una pezzatura di 3-5 mm. | pezzetti di
infiorescenza cosi ottenuti sono stati posti in contenitori di vetro con vetro scuro,
riempiti con una miscela di etanolo acquoso al 50% (1:10 peso parte vegetale: peso
del solvente) e lasciati estrarre per 7 giorni ad agitazione costante. La miscelazione ¢
stata garantita da un miscelazione (PE - 6300 M) operante ad una velocita media (105
giri / min). La temperatura di lavoro ¢ stata quella ambiente (20-25 ° C).

5. Purificazione dell'estratto dagli scarti mediante filtrazione su carta da filtro.

6. Riempimento delle bottigliette di vetro scuro con 30 ml di soluzione
ottenuta.

7. Sterilizzazione dell'estratto ed evaporazione dell’etanolo in sterilizzatrice
mediante essiccamento a secco (sterilizzatore d’aria GP-40 MO) a 85 ° C.
L’operazione ¢ stata eseguita tre volte per 15 minuti ciascuna.

8. Standardizzazione dell’estratto liquido delle infiorescenze di elicriso. La
standardizzazione ¢ stata condotta delle sostanze sostanze attive con attivita
biologica. Il contenuto viene determinato con metodi chimico-fisici. La

quantificazione dei composti flavonoidi ¢ stata effettuata mediante spettrometria-UV.
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Piu precisa, ma piu costosa ¢ risultativa la tecnica HPLC. L'attivita biologica del
liquido estratto risultante dalle infiorescenze di achillea ¢ stata determinata con
tecniche biologiche. In questo caso, l'estratto ¢ stato indagato per valutare l'attivita
antimicrobica verso i test colture E. coli, St. aureus, B. subtilis. E stato usato il
metodo delle diluizioni seriali (Aleshukina, 2003) o il metodo di diffusione in agar
(Sukhenko, 1999, Dzerzhinskaya, 2005).

9. Imbottigliamento in bottiglie in polietilene con tappo in materiale plastico.

La produzione dell’estratto liquido delle infiorescenze di achillea ¢ riportato

nel seguente schema (fig. 36).

Raccolta, concia e essiccazione delle
infiorescenze di Elicrisio

-

Sminuzzamento e pesatura delle
infiorescenze di Elicrisio

-

Macerazione con I’uso di una soluzione
acquosa di etanolo al 50%

-

Filtrazione

=

Sterilizzazione

(

Standardizzazione di estratto

~~~—
Imbottigliamento ed etichettatura

Fig. 36. Le fasi del processo per ottenere un estratto liquido delle

infiorescenze di Elicriso Helichrysum arenarium
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5.3. La tecnologia di produzione di un estratto liquido della radice di

Liquirizia

1. Raccolta, lavorazione ed essiccazione materiale vegetale (radice di
liquirizia). 11 materiale vegetale raccolto ¢ stato accuratamente lavato ed essiccato in
un luogo fresco.

2. Preparazione del materiale vegetale: sminuzzamento e pesatura la quantita
necessaria per le successive operazioni.

3. Preparazione del solvente estraente. Come estraente ¢ qui indicato 1’etanolo
acquoso al 50%, che ¢ stato inizialmente scelto in quanto permette I’estrazione di
molti gruppi di sostanze biologicamente attive (flavonoidi, glicosidi, saponine).Alla
luce della presente ricerca altri solventi potrebbero essere usati in alternativa.

4. Produzione dell’estratto liquido di radice di liquirizia. Il materiale vegetale &
stato tritato fino ad ottenere una pezzatura di 3-5 mm | pezzetti di radici cosi ottenuti
sono stati posti in contenitori di vetro con vetro scuro, riempiti con una miscela di
etanolo acquoso al 50% (1:10 peso sostanza vegetale: peso solvente) e lasciati
estrarre per 7 giorni ad agitazione costante. La miscelazione ¢ stata garantita da un
miscelatore (PE - 6300 M) operante ad una velocita media (105 giri / min.). La
temperatura di lavoro ¢ stata quella ambiente (20-25°C).

5. Purificazione dell'estratto dagli scarti mediante filtrazione su carta da filtro.

6. Riempimento delle bottigliette di vetro scuro con 30 ml di soluzione
ottenuta.

7. Sterilizzazione dell'estratto ed evaporazione dell’etanolo in sterilizzatrice
mediante essiccamento a secco (sterilizzatore d’aria GP-40 MO) a 85° C.
L’operazione ¢ stata eseguita tre volte per 15 minuti ciascuna.

8. Standardizzazione dell’estratto liquido delle radici di liquirizia. La
standardizzazione ¢ stata condotta sul contenuto delle sostanze attive con attivita

biologica. Il contenuto viene determinato con metodi chimico-fisici. La
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quantificazione dei composti flavonoidi ¢ stata effettuata mediante spettrometria-UV.
Piu precisa, ma piu costosa ¢ risultata la tecnica HPLC. L'attivita biologica del
liquido estratto risultante delle radici di liquirizia¢ stata determinata con tecniche
biologiche. In questo caso, l'estratto ¢ stato indagato per valutarne l'attivita
antimicrobica verso i tet colture E. coli, St. aureus, B. subtilis. E’ stato usato il
metodo delle diluizioni seriali (Aleshukina, 2003) o il metodo di diffusione in agar
(Sukhenko, 1999, Dzerzhinskaya, 2005).

9. Imbottigliamento in bottiglie in polietilene con tappo in materiale plastico.

La produzione dell’ estratto liquido di radice di liquirizia ¢ riportato nel

seguente schema (fig. 37).

Raccolta, concia e essiccazione delle radici di Liquirizia

11

Sminuzzamento e pesatura delle radici di Liquirizia

iy

Macerazione con I’uso di una soluzione acquosa di etanolo al 50%

\/
Filtrazione

\/
Sterilizzazione

~_~
Standardizzazione di estratto

4L

Imbottigliamento ed etichettatura

Fig. 37. Fasi del processo per ottenere un estratto liquido di radici di

liquirizia Glycyrrhiza glabra
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Gli estratti liquidi ottenuti di radice di liquirizia Gl. glabra, e di infiorescenze
di achillea A. micrantha e di elicriso H. arenarium , con proprieta antimicrobiche
possono essere utilizzati come componenti di prodotti biologici per uso cosmetico e
farmaceutico o per altre possibili applicazioni di interesse industriale. Nel caso in cui
Il processo tecnologico per ottenere un estratto liquido di radice di liquirizia voglia
utilizzare un solvente estraente diverso dall’etanolo al 50%, al fine di ottenere un
estratto liquido con proprieta antimicrobiche superiori, come dimostrato dalla
presente ricerca, ¢ necessario probabilmente modificare il processo finale di
sterilizzazione e di essiccamento al fine di eliminare completamente il solvente usato

e di sostituirlo eventualmente alla fine con etanolo al 50%.
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CONCLUSIONI

La presente indagine si inserisce in una ricerca di interesse crescente relativa
all’individuazione ed estrazione da piante di noti e nuovi composti biologicamente
attivi, puri o in miscela, dotati di proprieta diverse (antimicrobiche, antiossidanti,
Immunoprotettive, ecc) per I’utilizzo pratico dei medesimi a scopi farmaceutici,
cosmetici, nutraceutici e per altre applicazioni. | principali obbiettivi riguardavano: a)
I’individuazione di piu efficienti condizioni di estrazione, di frazionamento degli
estratti e di analisi qualitativa e quantitativa dei principali componenti; b) la messa a
punto di metodiche per valutare le proprieta biologiche, con confronto sia con
prodotti commerciali sia con estratti da piante uguali ma cresciute in habitat naturali
differenti; c) la risoluzione di problemi teorici e pratici nell’ utilizzo delle piante a fini
applicativi.

Le piante da cui sono stati estratti principi attivi sono tipiche della regione di
Astrakhan (Russia), crescono spontaneamente e sono: achillea Achillea micrantha;
elicriso Helycrisum arenarium; liquirizia Glycyrrhiza glabra. Delle prime due sono
stati ottenuti gli estratti da infiorescenze, la terza estratti da radice. Per quest’ultima
pianta ¢ stata usata per confronto la radice della medesima pianta che cresce in
Calabria (Italia).

Gli estratti idroalcolici con acqua/etanolo in rapporto 1/1 delle infiorescenze di
achillea ed elicriso sono stati analizzati e la loro composizione ¢ stata definita
mediante GC-massa; 1 composti identificati sono tendenzialmente terpeni e
terpenoidi. La composizione della miscela risulta confrontabile con quelle dei
corrispondenti oli essenziali ottenuti dalle medesime piante, ma il procedimento qui
usato risulta piu semplice e conveniente per uno sviluppo su scala applicativa. Come
risultato del lavoro qui svolto, ¢ stato stabilito che gli estratti delle infiorescenze di
achillea ed elicriso hanno una buona attivita antimicrobica nei confronti tutti e tre i

ceppi di microrganismi (E. coli, St.areus, B. subtilis) utilizzati come test ed in alcuni



125

casi essa non ¢ inferiore a quella dell’ estratto di radice di liquirizia, la cui attivita
antimicrobica era gia stata identificata e indagata. In particolare 1’estratto idroalcolico
di Helycrisum arenarium ¢ risultato particolarmente efficace nei confronti di B.
subtilis e la sua attivita antibatterica ¢ risultata la piu alta tra gli estratti delle piante
esaminate e superiore a quella dell’antibiotico commerciale Cloramfenicolo.

Per quanto riguarda 1 principi attivi da liquirizia, nella presente ricerca ¢ stata
approfondita I’indagine : a) utilizzando solventi di estrazione differenti; b) tentando
un frazionamento a gruppi di sostanze mediante cromatografia su colonna, riempita
con un idoneo supporto solido, XAD 1600, ed usando come eluente una miscela
etanolo/acqua/ammoniaca/ (90/10/1); ¢) quantificando mediante HPLC le percentuali
di 3 noti principi attivi, quali glicirrizina, acido 18p glicirretico, glabridin, negli
estratti tal quali e in alcune frazioni e per confronto nei corrispondenti estratti e
frazioni derivanti da radice cresciuta in Calabria; d) valutando I’attivita antimicrobica
degli estratti e di alcune frazioni su tutti e tre i ceppi di microrganismi (E. coli,
St.areus, B. subtilis) utilizzati come test e tentando di correlarla al contenuto dei tre
suddetti principi attivi per stabilire una relazione struttura del principio attivo/ attivita
antimicrobica.

| principali risultati ottenuti sono i seguenti:

) La miscela estraente tradizionalmente usata, etanolo 50%, risulta
efficace e comoda da usare tal quale o dopo concentrazione del solvente
per la sua attivita antimicrobica in applicazioni farmaceutiche,
cosmetiche, ecc. e contiene un buona quantita di glicirrizina, che ¢
normalmente considerata il principale principio attivo estratto da
liquirizia. Tuttavia, usando come estraenti, solventi di media polarita
quali etil acetato o dietilcarbonato, il cui uso non era stato descritto in
precedenza, € stato possibile ottenere estratti con una significativamente
piu alta attivita antibatterica, probabilmente per la piu elevata presenza

di flavonoidi e/o di acido18p glicirretico, mentre risulterebbe dimostrato
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che la glicirrizina, presente in quantita trascurabili in questi estratti, non
contribuisce come tale all’ attivita antibatterica contro questi tre ceppi
microbici. La glicirrizina, potrebbe forse funzionare come pro-drug in
quanto, dopo deglicosilazione, si ottiene da essa I’ acido18p glicirretico.

Sebbene le prove di frazionamento su colonna richiedano un’ulteriore
indagine ed ottimizzazione, ¢ risultato che: a) il frazionamento separa
componenti aventi diversa selettivita nei confronti dei batteri testati e
probabilmente diversa concentrazione delle specie attive nelle frazioni
isolate; b) alcune frazioni degli estratti etanolici (50%) di radice di
liquirizia hanno mostrato una piu alta attivita antibatterica verso i ceppi
microbici esaminati dell’estratto tal quale; ¢) nei confronti di St. aureus
I’estratto tal quale, al contrario, ha evidenziato un effetto antibatterico
piu forte delle singole frazioni, forse dovuto ad un effetto sinergico tra
vari composti, che risulterebbero differentemente frazionati su colonna.
Dal momento che l'estratto tal quale ¢ un complesso di differenti
strutture chimiche aventi proprieta biologiche differenti e potrebbe
inoltre contenere alcune impurezze in grado di diminuire o addirittura
inibire 1’azione delle specie attive, un parziale frazionamento su colonna
cromatografica a gruppi di sostanze, potrebbe essere probabilmente
vantaggioso per alcune applicazioni, ma sicuramente non in tutti i casi.
Per quanto riguarda il glabridin, uno tra i principali flavonoidi contenuti
nell’estratto della radice di liquirizia e considerato nella letteratura
scientifica tra le specie biologicamente piu attive come antibatterico, la
presente ricerca ha dimostrato che il prodotto isolato e commercialmente
disponibile risulta meno attivo o addirittura inattivo rispetto agli estratti,
che lo contengono e che invece mostrano ottima attivita antimicrobica.
Questo potrebbe essere dovuto alla co-presenza di specie sinergiche

oppure la specie piu attiva ¢ un flavonoide diverso. Tale aspetto
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richiedera in futuro la migliore caratterizzazione degli estratti andando
ad identificare anche specie presenti in minore quantita che pero
potrebbero essere le reali responsabili dell’attivita biologica osservata.
Lo studio comparativo della attivita antimicrobica, accoppiato
all’indagine sul contenuto qualitativo e quantitativo dei principali noti
componenti attivi di estratto di radice di liquirizia, coltivate in diverse
regioni, la regione di Astrakhan (Russia) e la regione Calabria (Italia), ha
evidenziato un piu marcato effetto antimicrobico dell’ estratto di
liquirizia dalla regione di Astrakhan. Non vi ¢ dubbio che la
composizione qualitativa e quantitativa di sostanze biologicamente attive
di piante possa essere influenzata da numerosi fattori, quali ad es. le
condizioni climatiche e geografiche dei luoghi di crescita, la stagionalita,
I’eta della pianta, i metodi di lavorazione, asciugatura, etc. In particolare,
la zona arida della regione di Astrakhan, con clima tendenzialmente
costante durante tutto I’anno, potrebbe favorire un piu alto contenuto di
principi attivi nelle piante locali. | risultati andranno confermati in futuro
con campionamenti diversi e verifiche sul contenuto analitico e attivita
battericide degli estratti, evidenziando soprattutto eventuali variabilita di
contenuto, che possono essere di fondamentale importanza per talune
applicazioni di tipo farmaceutico, cosmetico, ecc.

| risultati della presente ricerca possono essere la base per lo sviluppo di
nuovi metodi di normalizzazione e produzione di efficienti estratti
liquidi dalle piante utilizzate. E stato quindi proposto uno schema
tecnologico di produzione, imbottigliamento, etichettatura dei liquidi
estratti da infiorescenze di Achillea micrantha, di Helichrysum
arenarium e da radice di Glycyrrhiza glabra, che ha potenziali ricadute

economiche.
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Riassunto della tesi di dottorato

Studente: Oxana Astafyeva matricola: 982114

Dottorato: in chimico

Ciclo: XXV

Titolo della tesi:L’uso di Glycyrrhiza glabra L., Achillea micrantha Wild. ed
Helicrysum arenarium L. per la preparazione di prodotti con proprieta antibatteriche

Abstract:
Lo scopo della tesi ¢ stato quello di studiare la possibilita di uso di alcune piante

— liquirizia Glycyrrhiza glabra, achillea Achillea micrantha, elicriso Helichrysum
arenarium per estrarre principi attivi aventi attivita antibatterica.

E stata valutata la composizione chimica e confrontato le proprieta antibatteriche
degli estratti di tre specie di piante - Glycyrrhiza glabra (radice), Achillea micrantha
(infiorescenze), Helichrysum arenarium (infiorescenze) - che crescono nella regione
di Astrakhan.

Sono state inoltre confrontate la composizione chimica e le proprieta
antibatteriche dell'estratto delle radici, sia tal quale sia dopo frazionamento su
colonna cromatografica, di due specie di liquirizia, una che cresce in Russia (regione
Astrakan) ed una che cresce in Italia (regione Calabria).

Sono stati elaborati possibili schemi tecnologici per potere effettuare e

recuperare gli estratti liquidi dalle tre piante.

Firma dello studente
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ALLEGATO

Per. Ne 523 /204‘4 - F’Lc‘f‘ N. S62o- 11tz

AOroBOP O COTPYOAHUYECTBE MO OCYLWECTBNEHUIO
COBMECTHOIO PYKOBOCTBA KAHOUOATCKOWN
BUCCEPTALIMEN ACMTUPAHTA MEXXAQY BEHELIMAHCKUM
YHUBEPCUTETOM KA ®OCKAPU N ACTPAXAHCKUM
rOCYAAPCTBEHHbIM YHUBEPCUTETOM

Ha ocHoBaHuu:

- 3akoHa or 03 wona 1998 r. Ne210 cormacHo KOTOpOMY AEATENLHOCTb ACMUPAHTYPbI
OCYLECTBNAETCA  OTAENbHLIMU  yHUBepcuTeTaMu B aBCOMIOTHOAW  OPraHU3aLUMOHHOM,
AVAAKTUYECKON U HAYYHOR aBTOHOMWY;

- Uwpxynsapa MuHuctepctea oGpa3oBaHWa, Hayku W TexHWkM pecnybnuku Wtanum ot 15 mapta
1999 r.;

- MNonoxeHws 0 cneLManbHOCTAX acnuMpaHTypbl, yTBEP)GEHHOe BeHeunaHCKUM YHUBEpPCUTETOM
Ka ®ockapu npukasom pekropa Ne 1150 ot 18/11/2005;

- [povokona CoBeTta acnupaHTypbl NC HanmpaeneHuio «Haykn u TexHonorum» ot 28 okTabpsa
2010;

- OepgepanbHoro 3akoHa Poccuitckoih  ®epepauvu  «O  BbICWIEM UM NOCNEBY30BCKOM
npocbeccmoHansHom obpasoBanun» oT 22.08.96 Ne 125 - ©3;

- [Mpukasza MuHucrepcTea obwerc u npodeccuoHansHoro obpasosaHua Pocculickoil ®egepauumn
oT 27.03.98 Ne 814 «O6 yreepwgeHun MonoxeHuAs O NOATOTOBKE HAYYHO-NESarory4eckux M
Hayu4HbIX KaApOB B CUCTEME NOCNeBYy30BCKoro npodeccumoHansHoro o6pasoeaHun B Poccuiickoi
denepauumn».

MEXOY

YHuBepcutetom Ka ®Pockapu, Haxogswmumes no agpecy: [Jopcopnypo, 3246, Beneuwsn, Wranus,
npepcTaeneHHbM pektopom, npoceccopom Kapnom Kapparto, poguswumcs B r. KamnocaHnbepo
(Napys) 17/05/1957, pelicTByioWMM COIMACcHO pelueHuio Y4éHoro coseTa

n
ACTpaxaHCKUM rocyiapCTBEHHbIM YHUBEPCUTETOM, HaxoAALWMMCA no agpecy: 414056, yn. Tatnwesa 20
a, AcTtpaxaHb, Poccus, npepcTaBneHHbiM pektopom, npodeccopom AnekcaHapom [laBnosuuem
JIyHEBLIM B LENAX Pa3BUTUA Hay4yHOro COTPYAHUMECTBA MeXaYy CTOPOHaMKU NOCPeACTBOM MOBUNLHOCTU
acnupaHToB.

JOroBOP BCTYNAET B CUITY MPW BbIMONHEHWW CNEAYIOWMX YCNoBWiA
Cr.1

1. [oroBapuBalolMecs CTOPOHB! COrMNAacoBLIBAOT B COOTBETCTBUMM C 3aKOHAMW W MOMOXEHUAMM,
UMEKLLMMI CUNY B KaXAOA CTPaHe WNN YyupeXaeHuW, opraHus3auuio COBMECTHOro PyKOBOACTBA
KaHAMDATCKON guccepTaumel acnupaHTa AcTagbeBoil OkcaHbl ButanbesHbl, rpaxaaHkn Poccuiickoi
denepaumn, popauslleiicA B r. AcTpaxaHu 19/09/1987, wumeloweid gunnom cneuwanucra no
HanpaeneHnio «Bronorms», UMEHYeMoroe B AanbHedlemM «ACMPaHT», C Lenbio HanUCaHWA U 3aluTb!
KaHOWAATCKON AuccepTauuu noj HassaHueMm «MayyeHwe METoAO0B 3KCTPAKLUMKU ¥ XapakTepucTuka
HEKOTOPbIX aKTUBHbIX BELECTB U3 NPUPOAHBIX UCTOYHWUKOBY.
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Cr. 2

1. AcnupaHT, nOCTYnMBLUMIA B acnmpaHTypy B8 Poccun, GyseT ocBoGoXOEH OT NpeaycMOTPEHHOro
rocynapcTeeHHOro KoHKypcHoro otéopa B Mtanuu.

Cr.3

1. AcnupaHT c6A3zaTenbHO NOCTynaeT B acnupanTypy o6onx o6pasoBaTenbHbIX YUPeXAeHWA, HO NNaTUT
3a obyvenne (B crnyyae ofy4eHWs Ha KOMMEPYECKOW OCHOBE) TOMbLKO AcTpaxaHcKomy
rocyAapcTBeHHOMY YHMBepCcUTeTY. ACNMPaHT, NOCTYNWBLWNIA B HA3BaHHLI MHOCTPaHHDIA YHUBEPCUTET,
nomkeH 6yger Buinnatute BeHeumaHckomy yHuBepcuteTy Ka ®ockapy euHCTBEHHLIN FO[0BOA Hanor
Ha npaso oby4eHns B nepnoa npebbiBaHUs B HA3BAHHOM YHUBEpCUTETE.

2. HaunHaa ¢ 2010 ~ 2011 yu. r., acnupaHT 3auvncneH B BeHeunaHckuii yHuBepcuteT Ka dockapy Ha
HanpaenexHue «Xumusy, Lukn Ne 25,

3. Hauuxas ¢ 2009 — 2010 yu. r., acnupaHT 3a4MCneH B acnupaHTypy ACTpaxaHCcKoro rocyaapcTBeHHOro
yHuBepcureTa no cneuuanbHocTi 03.01.06 «BruoTexHonorus (B T.4. HAHOBUOTEXHONOMMSA)».

Cr. 4

1. AcnupaHT GyaeT NpoBoAWTL CBOW WCCIeQ0BaHVA Nog PYKOBOACTBOM TPEX HAY4YHbIX pyKoBoawuTenei
cnepyowum o6pasom:
- BeHeuuaHnckuii yHuBepcuteT Ka dockapw:
MpuHumMatowWwan cTpyKTypa: AenapTaMeHT eCTeCTBEHHbIX HayK
HayuHblin pykosoguTens: npod. Mabpuane Kanoaanso v npod. Opecte MNukkono

- AcTpaxaHcKuii rocyAapCTBEHHbIR YHUBEPCUTET:
MpuHumatowan cTpykTypa: kaceapa GuotexHonoruu u Guoakonorum
HayuHbiih pykosoguTens: npod. Muxaun Anexceeewdy Eropos

2. BbllweHasBaHHbE HaydyHble PYKOBOAWTENW COBMECTHO (hOPMUPYIOT Haanexawme KOMMeTeHLWH,
HECYT OTBETCTBEHHOCTb M KOHTPOMMPYIOT X0 paboThl Hag Auccepraumeir n o6s3aHbl NOMHOCTbIO
BbINOMHATbL (PYHKLIMN HAY4YHOTO pyKOBOAUTENS.

Cr.5

1. AcnupaHT GyfeT npoBoauTh cBOM uccnepoBakus B o0owx oGpasoBaTenbHbIX YYPEeMAeHWUsX
noovepéaHo; nepuodbl GYAYT COrMacoBaHbl € Hay4YHbIMU PYKOBOAMTENAMW COFMacHo cneayowemy
npeABapuTenbHOMY NnaHy:
- B BeHeumaHckom yHuBepcuTteTe Ka dockapu:

1 rog oByueHusn — BeHeuuaHCKUn YHUBEPCUTET cAenan nepesadeT nepsoro roga obyveHus B
ATY,

2 rop 06yveHus — 6 mecsLes;

3 rog 06y4eHusa — 6 mecsALes.
- B AcTpaxaHcKkom rocyaapcTeeHHOM YHUBEpCUTeTE:

1 rog oByyeHus — 12 mecaues;

2 rop o6y4eHunn — 6 mecsues,

3 rop o6y4eHus = 6 mecAues.
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Cr. 6

1. OcywecTeneHne COBMECTHOTO PYKOBOACTBA KaHAWAATCKON AuccepTaLumm acnuvpaHta Oyget
NPOAOIKaTLCA 3 roAa, He BKNKOYAA AONYCKAeMYK OTCPOYKY, MPEAnOXEeHHY OBOMMM Hay4YHbIMU
PYKOBOAMTENAMMU.

2. [lorosapuBatoLMECA YHUBEPCUTETH! B NULIE HayuHbIX PyKOBOAUTENel 06a3aHb npenocTaensaTe BCHO
UHPOPMaALMIO U AOKYMEHTauuio, HeobXOgumyld [ANA OpraHusauWi AEeATEerbHOCTM COBMECTHOTO
PyKoBOACTBA KaHAUAATCKON AMCCEpTaLMM acnupaHTa, ABNALLerocA o6bekTom HacTosLwero [orosopa.

Cr.7

1. Kanguparckan gucceprauus 6yAeT o6cyaaTheA Ha UTaNbAHCKOM U PYCCKOM A3bIKax.
2. MNonoXuTenbHLIHA OT3bIB TPOUX HayYHbIX pyKoBoAUTEneil — obA3aTernbHoe yCrnoBme Npuéma UToroBoro
aK3ameHa.

Cr. 8

1. Komuccus/CoBeT Ans MTOroBOro ak3ameHa HasHa4YaeTcA YHUBepPCUTETAMU-NapTHEpamn COrnacHo nx
COGCTBEHHLIM MOMOXEHURM W COCTOUT U3 PaBHOTO KONMUYECTBA Hay4HbIX NpegcTaBuTeneii o6eunx cTpaH.
Ona fonxHa COCTOATE He MEHEE U3 4 UNEHOB, Cpeau KOTOPbIX — ABA HAYYHbIX PYKOBOAUTENS.

2. 3awwta guccepTaLMn CocTomTcA B ACTPaxaHCKOM rocyaapcTBEHHOM YHMBEpcuTeTe 4o KoHua 2013r.
3. Mpeacepatens Komuccuu/Coseta fomkeH HanucaTh NPOTOKON 3K3ameHa Ha ABYX A3blkaxX, KOTOPbIi
6yneT nognucaH scemu uneHamu Komuccuu/Coeeta.

4. MNpepacrasutenbckue TpaTh Komuccun/Coseta - B BEAOMCTBE OCHOBHOMO YHUBEpCUTETA.

Cr.9

1. ObpasoeatenbHbie yYpexaeHua 06R3aHbl NpusHaeaTh, B Cryvyae NonoXvTEeNbHOro MCXoAa UTOroBoro
3K3ameHa, HayuHyl0 LIEHHOCTb KaHAMAATCKON Aucceprauuu COrnmacHo NOCTaHOBMEHWAM HaCTOALWEero
Horoeopa.

2.AcnupaxTy 6ygeT BbigaHo:

- CO CTOPOHb! BeHeLMaHCKoro yHUBepcuTeTa: CTerneHb KaHAWAaTa Hayk No HaNPaBneHnio «XNMus».

- €O CTOPOHB! ACTPaxaHCKOro rocyfapCTBEHHOrO yHUBEpCUTETa: CTeneHb KaHauaata Guonorudeckux
Hayk.

Cr.10

1. CnocoBbl Npe3seHTaLMKM HayyHOro BKNaja W BOCNpoW3BeAeHWUA gucceprauny ByayT ocylecTeneHb! B
Ka)xaoi CTpaHe COrMacHo UMEKLUM CUny MonoxeHuaM. 3awura obbexTa agucceprauun, nyGnukauwii,
ucnonb3oBaHWe W 3awmTa NOMYYeHHLIX pesynbTaTtoB B npouecce obyyeHue acnupaHta B
yHMBepcuTeTax-napTHépax, GyaeT COOTBETCTBOBATL WMEIOWMM CUMY HOPMAaTUBHBIM AOKYMEHTaM W
3alMLIEHB B COOTBETCTBUM CO cheumanbHbIMA NpoLeAypaMi KaXaol CTpaHbl-y4acTHULL! COBMECTHOM
acnupaHTypbl. Mo 3anpocy, COOTBETCTBYIOLUME MOMOMEHUA O 3aluuTe NPaB WHTENNEKTyanbHOI
COBCTBEHHOCTU MOrYT ObIThb BKIIOUMEHb! B NPOTOKOSLI UMW CNeUuanbHbIe AOKYMEHTHL.

2. [Ona BeHeuuaHckoro yHusepcuteta Ka @ockapu AnA WTOrOBOrO 3K3ameHa acnupaHT [OMmKeH
crieaoBaTh AeACTBYOWMM aAMUHACTPATABHBIM MHCTPYKUMAM 1 gorxeH Oypet npegoctaewtb 1 Konuio
AuccepTauvn Kak Ha UTanbAHCKOM, TaK 1 Ha PyCCKOM A3blKax.
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Cr. 11

1. CTpaxoBka 1 MeanUMHcKas nomollb ByaeT obecneyeHa o6ovMu 06pasoBaTenbHLIMI YUPEXAEHUSIMY
COrnacHo NpefycMoTPeHHbIM npoLieaypam v AeACTBYOWUM HopMam.

2. Yro Kacaetcsl WHbIX Cry4aes, KOTOPble HE MOKPbIBAET MPefyCMOTPEHHAas 3aKOHOM CTpaxoBka,
acnupaHT fomkeH 6yaeT CaMOCTOATENBbHO MPUHATL MEPbI MOCPEACTBOM NIMYHON CTPaXOBKY.

Cr.12

1. Hactoswwin [loroBop cocTaBneH B 4 OpUrvHanbHbIX 3K3EMMsSpax, U3 HUX 2 - Ha UTaNbSHCKOM S3blKe
1 2 - Ha PyCCKOM A3bIKE, UMEIOLLMNX 3aKOHHYIO CUny.

2. HactosAwwi [orosop BCTynaeT B cuny C AaTbl €ro MOAMNWCaHWsi obeumy ctopoHamu u ByaeTt
[encTBUTENEH [0 NONyYeHNs acnvpaHTOM YYeHON CTeneHu.

3. B Tom cny4ae, ecnu kaHAuAaT He 3a4MCneH B OAWH U3 YHWBEPCUTETOB-y4YacTHUKoB [orosopa, unu
oTKasblBaeTCA nmpogormkaTe obyyeHue B acnupaHType, Unv no peLleHuo O4HOro WNn ABYX Hay4HbIX
pykoBoguTenen puccepraumu, emy/eii He paspelleHO npoAoskaTb MOArOTOBKY AuWccepTaumMu B
COBMECTHOWN acnupaHType, Y4YpexaeHus-ydacTHuku [oroBopa MOryT He3ameanuTenbHO pacToprHyTb
HacTosAWwmA [Jorosop.

Berews 9 MAR 2011 (nara) Actpaxae, _ (gaa)
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Rep. n. 523/2041 - Prot. n. 56% - u 4.

ACCORDO DI COOPERAZIONE PER L’ATTUAZIONE
DI UNA CO-TUTELA DI TESI DI DOTTORATO TRA
L’'UNIVERSITA CA’ FOSCARI VENEZIA
E
ASTRAKHAN STATE UNIVERSITY

- La legge 3 luglio 1998 n. 210 con la quale si dispone che le procedure per I'attivazione dei
dottorati di ricerca siano disciplinate dai singoli Atenei nella piena autonomia organizzativa,
didattica e scientifica;

- La circolare del Ministero dell'Universita e della Ricerca scientifica e Tecnologica italiano del 15
marzo 1999;

- Il regolamento in materia di dottorato di ricerca emanato dall'Universita Ca’ Foscari Venezia con
Decreto Rettorale n. 1150 del 18/11/2005 e successive modificazioni;

- llverbale del Consiglio della Scuola di dottorato in Scienze e tecnologie del 28 ottobre 2010;

- Legge federale della Federazione russa sull'istruzione universitaria e postlaurea de! 22.08.96 n.
125- FZ;

- Decreto del Ministero generale e istruzione professionale Federazione Russa del 27.03.98 n. 814
sull'approvazione del Regolamento sulla preparazione dei quadri tecnico-pedagocici e scientifici
nel sistema della formazione postlaurea nella Federazione Russa.

TRA

L'Universita Ca’ Foscari Venezia, Dorsoduro 3246, Venezia, Italia, rappresentata dal Rettore, prof. Carlo
Carraro nato a Camposanpiero (PD), il 17/05/1957 a quanto segue autorizzato dal Senato Accademico

E

L'Universita Statale di Astrakhan, 414056 — via Tati§Cev, 20, Astrakhan, Russia
rappresentata dal rettore, prof. Alexander Pavlovich Lunev.

allo scopo di sviluppare la cooperazione scientifica tra le parti attraverso la mobilita dei dottorandi.

S1 CONVIENE QUANTO SEGUE
Art. 1

1. Le parti contraenti concordano, nel rispetto delle leggi e dei regolamenti in vigore in ciascun paese ed
istituzione, di organizzare congiuntamente una co-tutela di tesi di dottorato a beneficio di Oxana
Astafyeva di nazionalita russa, nata a Astrakhan, il 19.09.1987, in possesso di diploma di laurea
magistrale in biologia, qui di seguito denominata la dottoranda, al fine di redigere e discutere una tesi di
dottorato sull'argomento: “Studio di metodi d'estrazione e caratterizzazione di alcuni principi attivi da
fonti naturali “

Art. 2

1. La dottoranda, iscritta ad un corso di dottorato in Russia, sara dispensata dal sostenere il previsto
concorso nazionale di selezione in [talia.
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Art. 3

1. La dottoranda & iscritta obbligatoriamente in entrambe le istituzioni, ma paghera le tasse di iscrizione
esclusivamente presso [|'Universita Statale di Astrakhan. La dottoranda dovra corrispondere
all'Universita Ca' Foscari di Venezia la sola tassa annuale del diritto allo studio nel periodo di soggiorno
presso tale Ateneo.

2. A partire dall'a.a. 2010-2011 il dottorando & iscritto presso I'Universita Ca’' Foscari Venezia al Il anno
del corso di dottorato in Scienze chimiche, ciclo XXV.

3. A partire dall’a.a. 2009-2010 il dottorando é iscritto presso I'Universita Statale di Astrakhan al corso di
dottorato in 03.01.06 Biotecnologie {compreso bionanotecnologie).

Art. 4

1. La dottoranda svolgera le proprie ricerche sotto la direzione di tre direttori di tesi secondo le seguenti
modalita:
- Universita Ca’ Foscari Venezia:
struttura d'accoglienza: Dipartimento di Scienze ambientali
Direttori di tesi: prof. Gabriele Capodaglio e prof. Oreste Piccolo
- Universita Statale di Astrakhan
struttura d’accoglienza: Dipartimento di Biotecnologie (Facolta di Biolcgia)
Direttore di tesi: prof. Egorov Mikhail
2. | suddetti direttori di tesi esercitano congiuntamente le competenze attribuite in materia di
responsabilita e di controllo dei lavori di tesi e si impegnano ad esercitare pienamente le funzioni di
direttore di ricerca accanto alla dottoranda.

Art. 5

1. La dottoranda svolgera le proprie ricerche di dottorato presso entrambe le istituzioni per periodi alterni
di studio concordati con i direttori di tesi, in modo da garantire una ripartizione equilibrata delle attivita tra
i due Paesi e secondo le seguenti previsioni:

- presso I'Universita Ca' Foscari

1 anno di dottorato: / mesi

2 anno di dottorato: 6 mesi

3 anno di dottorato: 6 mesi

- presso I'Universita Statale di Astrakhan

1 anno di dottorato: 12 mesi

2 anno di dottorato: 6 mesi

3 anno di dottorato: 6 mesi.

Art. 6

1. La durata prevista per la preparazione della tesi & di 3 anni, salvo proroga concessa su proposta
congiunta dei due direttori di tesi.

2. Le istituzioni contraenti, attraverso lintermediazione dei rispettivi direttori di tesi, si impegnano a
comunicarsi tutte le informazioni e la documentazione utile per I'organizzazione della co-tutela di tesi
oggetto della presente convenzione.
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Art. 7

1. La tesi di dottorato sara discussa in lingua russa e italiana.
2. Il giudizio positivo di entrambi i Direttori di tesi & condizione necessaria per 'ammissione all'esame
finale.

Art. 8

1. La Commissione giudicatrice per 'esame finale & nominata dalle Universita partner secondo i propri
regolamenti ed & composta in numero pari dai rappresentanti scientifici dei due Paesi. Essa & composta
da almeno quattro membri, tra cui i direttori di tesi.

2. La discussione della tesi avverra presso I'Universita Statale di Astrakhan entro il 2013.

3. Il Presidente della Commissione redigera un verbale d’esame nelle due lingue, che sara controfirmato
da tutti i componenti.

4. Le spese di missione della Commissione sono a carico dell'universita di provenienza dello studente.

Art. 9

1. Le istituzioni si impegnano a riconoscere, a seguito dell'esito positivo dell'esame finale, il valore
scientifico della tesi, secondo le disposizioni del presente accordo.
2. Al dottorando sara rilasciato:

- da parte dell’'Universita Ca’ Foscari Venezia, il titolo di dottore di ricerca in Scienze chimiche

- da parte dell'Universita Statale di Astrakhan, il titolo di dottore di ricerca in Scienze biologiche.

Art. 10

1. Le modalita di presentazione di deposito e riproduzione delle tesi saranno effettuati in ogni paese
secondo i regolamenti in vigore. La protezione dell'oggetto della tesi, cosi come la pubblicazione, lo
sfruttamento e la protezione dei risultati ottenuti con lo studio di ricerca del dottorando nelle istituzioni
contraenti, saranno assoggettati alla normativa in vigore e assicurati conformemente alle procedure
specifiche di ciascun Paese coinvolto nella co-tutela. Qualora richiesto, le disposizioni relative alla
protezione dei diritti di proprieta intellettuale potranno costituire oggetto di protocolli o documenti
specifici.

2. Per I'Universitd Ca' Foscari Venezia, ai fini del'esame finale, il dottorando dovra attenersi alle
indicazioni amministrative in vigore, compresa la procedura telematica di autoarchiviazione, e dovra
predurre una copia cartacea della tesi che sara redatta sia in lingua italiana che in lingua russa.

Art. 11

1. La copertura assicurativa e I'assistenza sanitaria sara assicurata da entrambe le istituzioni secondo le
modalita previste e la normativa in vigore.

2. Per tutto quel che concerne gli ulteriori rischi non coperti da assicurazione prevista per legge, il
dottorando provvedera autonomamente tramite una propria assicurazione personale.

Art. 12

1. Il presente accordo & redatto in 4 esemplari originali, di cui 2 in lingua italiana e 2 in lingua russa,
aventi valore legale.
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2. Il presente accordo entra in vigore alla data di firma di entrambe le parti e sara valido fino al
conseguimento del titolo.

3. Nel caso in cui il candidato non si iscrivesse presso una delle Universita contraenti, oppure
rinunciasse a proseguire il dottorato, oppure, a seguito della decisione di almeno uno o di entrambi i
direttori di tesi, non fosse autorizzato a proseguire la preparazione della tesi in co-tutela, le istituzioni
contraenti porranno fine congiuntamente e senza ritardo alle disposizioni del presente accordo.

Venezia, il

15 MAR. 2011 Astrakhan. il

Il Rettore

o prof.

Il,{;-'eRettore"_: J =l
pref. 3l Fual @Az 2 0

Per presa visione dei girettori di Tesi

—1
prof. Gabriele Capc7agllo/5>rof Oreste Piccolo  prof. ,//”/// é??DZm/

l

Per presa visione del dottorando

Oxana Astafyeva
g q
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ALLEGATO 2

Helichysu
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Glycrrhiza glabra (regione Calabria, Italia)
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ALLEGATO 3
Componenti di estratto di 50% etanolico di infiorescenze di Achillea micrantha
(metodo GC/MS)
Componenti Formula Formula strutturalle Gruppa
TH;
: 3 ,;;:ffi«.: 1 Monoterpeni
o-pinene | Caotle 7] _cHy biciclici
4 ™ ’ 6
> CH;
|CH;;
: Monoterpeni
B-pinene CioHie [ ‘I _ch, biciclici
. ,ir
CH;

Monoterpeni
camphene Ci0H1s # bicicligi

Monoterpeni
Cabunen CioH1s ﬁ \\\““\% bicicl igi

CH4
h\"*\

Limonene CioH1e Monoterpene
TR

H4C CH,
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: f Monoterpeni
6. 1,8-cineole C1oH150 ) monociclici
7. y-terpinene C1oHis i/:’j Terpene
HsC
H,C OH
8. linalool C10H180 @Hz Alcoli terpene
HsC
9. Mentenol C1oH17OH S:L Alcoli terpene
(@]
Q .
10. Canphor C10H160 Alcoli terpene
11. Borneol C10H150 %/ Alcoli terpene
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CH,
12| terpineol C1oH150 Alcoli terpene
HaC” | CHs
OH
CHs
13. Piperiton C10H160 Terpeni, chetoni
0
CH
H3C/ CH,
14.) Bornyl acetate | C1,H200; H Terpeni, esteri
15. carvone C10H14.0 Terpeni
16.| pB-sitosterol CooH500 Fitosteroli, terpeni
17.| stigmasterol Co9Hug0 Fitosteroli, terpeni
07 "N .
18. Buty| C16H22,04 Esteri
phthalate O _~_~
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19.

Octadecanoic
acid

C18H3602

o}

MMMWOF

acido

Componenti di estratto di 50% etanolico di infiorescenze di Helichrysum

arenarium (metodo GC/MS)

Ne | Componenti Formula Formula strutturalle Gruppa
CH,
Ji§
1. B-pinene CioHis - Terpeni bicilici
[ ‘ | CH
CH;
2. 1,8-cineole C10H150 @0 Terpeni monociclici
H,C OH
3. Linalool C10H150 Qi\(‘;H2 Alcoli terpene
HsC CHj
O - -
4. Nonanal CoH;50 /\/WY aldeidi
H
5. Decanal C10H200 \/\/\/\NO Aldeidi
OH
6. Carvacrol C10H130H Monoterpeni
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CH,
7. Terpineol C1oH150 Alcoli terpene
HaC” T > CHs
OH
DY
. H 0 .
8. | Neril acetate | =220 & Eteri
=
9. | a-copaene CisHa4 @\ Terpeni treciclici
CyH
10.| Tetradecane 14730 Alcane
11 Trans- CyisH Terpeni biciclici
| caryophyllene 151724 P
12.| a-humulene CisHos Terpeni monociclici
13.| p-farnesene CisHos P _ Esteri
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14.| d-muurolene Ci5H24 Acido
15. B-ionene C13Hy00 | Terpeni
r
16.| o-cadinene CisHos - %Jl Terpeni biciclici
WA
17.| Octyl phtalate | Ci6H»,0, 4k R etere




ALLEGATO 4

Risultati di HPLC
(AL Jorn

Polarity/Scan Type: Negative MRM 't Printing Date: Wednesday, December 07,

S2 Printing Time: 9:12:35 AM )

- T Max. 5690.0 cps.|

Acq. File: Data06122011 metodo 7 i
("B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 7 (E1 $3) of Data06122011 metodo glicirizine finale prove...

2.0e4
8 1.5e4-
&
@ 1.0e4
_g 10.51
= 5000.0
ﬂ ~10.81 \
0.0M.-— e . . : . S ) B S Y v . T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 7 (E1 S3) of Data06122011 metodo glicirizine finale prove... Max. 5690.0 cps.
4
5690 3}0’6‘ (o 10.51
&  4000-
b 2000+ ~-10.81
0. e T | o SR et S S g ot T T T T Y X ¥
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Glicirretinico from Sample 7 (E1 S3) of Data06122011 metodo glicirizine finale pro... Max. 2.1e4 cps.

14.26 .
.// 6‘-?0, r )

2.0e4
8 1.5e4
-g 1.0e4
@
£ 5000.0
10.50
0.0 ; — . . A , . r ; . y .
‘ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
R — Time, min

Sample Name: E1 S3

Frazione E1 di estratto etanolico (50%) di radice di liquirizia Gl. glabra (regione Astrakhan)



Polarity/Scan Type: Negative MRM
Acq. File: Data06122011 metodo
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Printing Date: Wednesday, December 07,
Printing Time: 9:17:00 AM

Max. 1400.0 cps.

W XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 23 (E2 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale prov...

5700
g 4000
=
2
2000
£ 10.50
1.
A _10.80 &
o : . ; A . L4 — ; ; , :
2 4 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 23 (E2 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale prov... Max. 1400.0 cps.
2
- 10.50
1400 < 2 -
&/ > 25 (0 I Cune
g 1ooo ]
z
2
S 500 _10.80
c
0 T T T T T e Y T T 7 f T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 -
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Glicirretinico from Sample 23 (E2 $4) of Data06122011 metodo glicirizine finate p... Max. 5700.0 cps.
14.27
5700 A S g
S, [~
8 4000
Z
2
o 2000
=
10.48
0 T T T v t A ¥ T T T Y T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min -

Sample Name: E2 S4

Frazione E2 di estratto etanolico (50%) di radici di liquiriziaGl. glabra (regioné Astrakhan)
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Printing Date: Wednesday, December 07,

Polarity/Scan Type: Negative MRM
Acq. File: Data06122011 metodo ~ Printing Time: 9:18:02 AM )
[T ™XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sampie 31 (E3 S4) of Data08122011 metodo glicirizine finale prov... 7 Max. 1145.0 ops.|
8000
§. 6000
-§' 4000
€ .
E 2000 10.52
o] e e T T e T T T T . T T T e R | T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 31 (E3 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale prov... Max. 1145.0 cps.
3
._'l
1145 10.52 9 (3@ ¢ O
1000 ’
Z
2 500
E :
i ‘ 22.69
o \ . S : - y -y o . : e : g bt t
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
_Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Giicirretinico from Sample 31 (E3 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale p... Max. 8270.0 cps.
4.29
8000 . 1 ey
g 6000 // ) ?6 y €3 ’
% 4 14.10-,
£ 4000
5
E 2000
[} - . ; ; o S y — —- v —
2 4 6 8 10 12 14~ 16 18 20 22 24

Sample Name: E3 sS4

Frazione E3 di estratto etanolico(50%) di radice di liquirizia Gl. glabra (regione Astrakhan)



193

Printing Date: Wednesday, December 07,

Polarity/Scan Type: Negative MRM
Printing Time: 10:05:08 AM
Max. 865.0 cps.

Acq. File: Data06122011 metodo )
W XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Giicizzico from Sample 39 (E4 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale prove...

2660
g_ 2000
=
v
§ 1000
] A
o SRS s : ; - , f ' , —~ .
2 4 6 8 10 12 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 39 (E4 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale prove... Max. 865.0 cps.
10.77
800- 5
8 A AG3 (O
> 600 f ———gm
%‘ 400
;5. ~11.07
= 200
. . ~11.29
o o r ; " 3 oLl il ; i g P g
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
o Time, min
B XiC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Glicirretinico from Sample 39 (E4 S4) of Data06122011 metodo glicirizine finale-p... Max. 2660.0 cps.
2660 14.28.14.56
2 3 S o]
4 S VAR s
§_ 2000 /
Z
g 1000
=
10.76
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Sample Name: E4 S4

Frazione E4 di estratto etanolico (50%) di radici di liquirizia Gl. glabra (regione Astrakhan)
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Printing Date: Wednesday, December 07,

Polarity/Scan Type: Negative MRM
Acq. File: Data06122011 metodo Printing Time: 9:15:36 AM
[ W XiC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 15 (E5 S3) of Data06122011 metodo glicirizine finale prov... Max. 8450.0 cps.
4.0e4
Q.  3.0e4
e
£  20e4
(=
2
i 1.0e4 10.72
: A ~11.01 i\
0.0» T T ¥ v T T -0 T T T T T ¥ T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
M XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Giicizzico from Sample 15 (E5 S3) of Data06122011 metodo glicirizine finale prov... Max. 8450.0 cps.
s . 4 10.72
8000 Z; 3 -} S, o
g8 6000
%: 4000
5 11.01
£ 2000 11
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min
B XIC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Glicirretinico from Sample 15 (E5 S3) of Data06122011 metodo glicirizine finale pr... Max. 4.0e4 cps.
4.0e4 ' » _1443
2 2 ts
2  3.0e4 ’
b
Z  2.0e4
<
=
= 1.0e4
10.71
0.0 . . y A\ . ; r . ; . .
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time, min

Sample Name: ED S3

Frazione E5 di estratto etanolico(50%) di radice di liquirizia Gl. glabra (regione Astrakhan)
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Polarity/Scan Type: Negative MRM
Acq. File: Data06122011 metodo

Printing Date: Wednesday, December 07,
Printing Time: 10:03:23 AM

Max. 3935.0 cps.

[ # XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 1 (MIX 50ppb in H20) of Data06122011 metodo glicirizine...

4.8e4
4.0e4

3.0e4
2.0e4

1.0e4 i
\
1053 40.84 A

Intensity, cps

0.0b v g Y T ¥ T
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Time, min

20

Max. 3935.0 cps.

B XIC of -MRM (5 pairs): 822.600/351.200 Da ID: Glicizzico from Sample 1 (MIX 50ppb in H20) of Data06122011 metodo glicirizine...

10.53

3035
Ae. —

3000

2000 Aot o

_~-10.84

Intensity, cps

1000

T T T

20

[0} T | — T T T v
6 8 10 12 14 16 18
Time, min

Max. 4.8e4 cps.

B XIC of -MRM (5 pairs): 469.600/425.300 Da ID: Glicirretinico from Sample 1 (MIX 50ppb in H20) of Data06122011 metodo glicirizi...

4.8e4 14.26
4.0e4

3.0e4
2.0e4
1.0e4

Intensity, cps

A B e

By 87 ¢ OF

0.0 T T
8 10 12 14 16 18

Time. min

T2 24

Sample Name: MIX 50ppb in H20

L’estratto etanolico (50%) di radice di liquirizia Gl. glabra (regione Astrakhan)



196

RT: 0.00 - 20.00
100

7.73
95
90
85
80 7.69
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30

25
7.40

4.68 7.00 724 )1 A 8.09 11.63 12.16 14.14 17.68
R e

LN S S S N e B e By B B I By B R B B N B B B B By B B s B B e S B B B B B B B

T
[0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time (min)

Contenuto di glabridin negli estratti etanolico 50% di liquirizia di regione Calabria
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RT: 0.00 - 19.99
100
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95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
a5
40
35
30
25
20
15

10

7.40
5 ) 7.91

7.26
7.12 j\:g,.,oz 8.76 9.52 10.14 1063 1139 1256 1357 1461

[ o o o o e o s s L B e e s s e e e e e e e e e e e B AL B e e o e e o e ey e s R LA L B e e e s s e e s s

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time (min)

Contenuto di glabridin negli estratti etanolico 50% di liquirizia di regione Astrakhan



RT: 0.00 - 19.99

198

7.70

100

95

90

85

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

15

10

7.95 8.30 11.01

12.21

13.06 13.88 14.52

L L L N O |

8 9 10 11
Time (min)

Glabridin standard

=TT

T
12

T

T
13

T

T

T
14

T

T

T
15

=TT

T
16

T T

T
17

T T

T
18

T T T

19

T



