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P
er il VII Congresso Nazionale della Società Italia-
na per la Ricerca sugli Oli Essenziali (S.I.R.O.E.) 
(30 giugno – 1 luglio 2023) è stata scelta come 

sede la Città di Roma, e precisamente il Dipartimento 
di Chimica e Tecnologie del Farmaco – Facoltà di Far-
macia e Medicina, Sapienza Università di Roma. 
Il Congresso rappresenta un’importante occasione 
di incontro per gli esperti, gli studiosi e per tutti gli 
appassionati e i ‘curiosi’ del settore per condividere le 
loro conoscenze e per apprendere le ultime innovazioni 
scientifiche sugli Oli Essenziali (OE), riconosciute so-
stanze naturali e parti integranti della fitoterapia, medi-
cina complementare nota sia sul territorio italiano che 
internazionale. 
Si tratta, infatti, di un evento dedicato alla promozione 
della diffusione delle ultime conoscenze scientifiche ri-
guardo le proprietà biologiche multifunzionali degli OE 
e delle loro potenziali applicazioni in vari campi, quali 
quello medico, veterinario, alimentare, igienico sani-
tario, cosmetico e in altri diversi ambiti, fra cui quello 
agronomico. In questa settima edizione, il Congresso 
SIROE si articolerà in sei sessioni alle quali parteciperan-
no numerosi ricercatori e docenti, anche rappresentanti 
del direttivo scientifico SIROE, appartenenti a diverse 
Università̀ italiane e straniere e a importanti centri di 
ricerca, fra cui l’Istituto Superiore di Sanità (ISS), il Cen-
tro Nazionale delle Ricerche (CNR) ed il Consiglio per 
la Ricerca in agricoltura e l’analisi dell’Economia Agraria 
(CREA). Gli argomenti verteranno nell’ambito della bo-
tanica, agronomia e patologia vegetale, in quello delle 
metodologie di estrazione e caratterizzazione chimica 
fino ad arrivare ad affrontare diversi aspetti importanti 
inerenti agli ambiti: microbiologico, alimentare, medico, 
veterinario e nanotecnologico. 
Inoltre, è prevista una Tavola rotonda, che darà l’oppor-
tunità di approfondire alcune tematiche connesse con 
la qualità, la tecnologia, i requisiti regolatori, la fitovigi-
lanza e la sicurezza degli OE con l’intervento di relatori 
di rinomata fama scientifica nazionale ed internaziona-
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le. Come consuetudine, una commissione scientifica, 
appositamente nominata, conferirà il Premio SIROE 
Giovani Ricercatori 2023 alla presentazione orale più 
meritevole tra quelle esposte dai giovani partecipanti. 
Mediante un altro apposito premio, sarà anche valoriz-
zata la migliore presentazione nella Sessione Poster.
Sicuramente, l’obiettivo principale di questo Congresso 
è quello di stimolare lo sviluppo della Ricerca scienti-
fica sugli OE, stando contemporaneamente anche ‘al 
passo’ con i tempi per dare risposte agli attuali bisogni 
dell’uomo in qualsiasi settore, ma soprattutto di diffon-
dere informazioni di evidenza scientifica riguardo la 
qualità, sicurezza ed efficacia di tali sostanze naturali. 
Solo attraverso l’osservazione e l’applicazione di questi 
tre requisiti si potrà fare in modo che gli OE siano sem-
pre più accessibili e impiegati in modo consapevole e 
corretto in un approccio complementare o integrativo 
alle applicazioni mirate alla salute umana ed alla salva-
guardia dell’ambiente.

Francesca Mondello (Presidente S.I.R.O.E.)       
Rino Ragno (Sapienza Università di Roma)
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I Sessione:
Oli Essenziali in Botanica, Agronomia 

e Patologia Vegetale

STUDIO FUNZIONALE DELL’ATTIVITÀ NEMATOCIDA 
DI OLI ESSENZIALI 

E. Fanelli, F. De Luca, T. D’Addabbo  

Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante-CNR, Bari, Italia
e.mail: trifone.daddabbo@ipsp.cnr.it

Introduzione. L’attività degli oli essenziali (OE) su nematodi fitoparassiti 
è riportata da numerosi studi (1), ma i relativi meccanismi sono ancora 
poco noti. Questo studio ha verificato l’effetto di due OE a differente at-
tività nematocida sui livelli di espressione di geni coinvolti nella motilità 
e nei meccanismi di protezione del nematode galligeno Meloidogyne in-
cognita. 

Materiali e Metodi. Gruppi di 500 larve infettive di M. incognita sono 
stati esposti per 2 o 4 ore ad una concentrazione subletale (0,78 μg mL-1) 
degli OE di Cinnamomum zeylanicum e Citrus aurantium o del nemato-
cida di sintesi Oxamyl, includendo larve non trattate come testimone. Le 
larve trattate sono state sottoposte ad estrazione di RNA e Real-Time 
PCR, per determinare l’espressione dei geni ace-1 ed ace-2 (acetilcoline-
sterasi), hsp90 (‘heat-shock protein’) e far-1 (fatty acid- and retinol-bin-
ding protein’). 

Risultati e Discussione. L’espressione dei neurotrasmettitori ace-1 e 
ace-2, siti target di alcuni nematocidi di sintesi (2), è aumentata dopo 
2 ore di esposizione ai due OE, tornando ai valori base o ridursi dopo 
4 ore. Il pattern di espressione di ace-1 e ace-2 indotto dai due OE 
è stato simile a quello del prodotto di sintesi, suggerendo un analogo 
meccanismo d’azione sul sistema nervoso. I livelli di hsp90, proteina 
localizzata a livello degli anfidi e responsabile della chemiorecezione 
(3), sono aumentati di 4 volte dopo due ore di esposizione all’OE di C. 
zeylanicum, indicando una pronta risposta all’azione di stress causata 
da tale OE, mentre variano di poco dopo il trattamento di 2 ore con l’OE 
di C. aurantium.  L’espressione di hsp90 torna a livelli base dopo l’espo-
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sizione per 4 ore ad entrambi gli OE, suggerendo un adattamento del 
nematode ad una condizione di stress. Il gene far-1 non varia in seguito 
a trattamento con l’OE di C. aurantium, mentre aumenta di 2,5 e quasi 
5 volte dopo rispettivamente dopo 2 e 4 h di trattamento con l’OE di C. 
zeylanicum (Fig. 1). Gli elevati livelli di espressione di far-1 nel tempo 
sembrano indicare un ruolo importante della cuticola, dove questo gene 
è espresso (4), nel contrastare l’azione di agenti tossici per il nematode, 
quali gli OE. 
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Introduzione. Nel settore della difesa delle piante, oli essenziali e 
idrolati sono testati per il controllo degli organismi nocivi, per l’attività 
antivirale, antimicotica e antiparassitaria (1). Rispetto agli agrofarmaci 
convenzionali, sono meno dannosi per l’ambiente e gli organismi non 
target; inoltre la loro produzione è più rapida ed economica (2). Nello 
studio qui presentato viene riportata la valutazione dell’attività anti-
fitovirale e repellente di oli essenziali e idrolati ottenuti da Origanum 
vulgare, Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Mentha suaveolens 
e Foenicum vulgare. Gli agenti nocivi target sono i fitovirus tomato leaf 
curl New Delhi virus (ToLCNDV) e zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), 
nonché l’afide vettore di quest’ultimo, Aphis gossypii Glover (Hemipte-
ra: Aphididae); l’ospite utilizzato è lo zucchino (Cucurbita pepo).

Materiali e Metodi. Per la valutazione dell’attività antifitovirale, piante 
di zucchino sono state inoculate con il virus e trattate con olio essen-
ziale o idrolato. Le foglie di nuova formazione sono state campionate 
settimanalmente per la misurazione del titolo virale, tramite RT-qPCR. 
Con la stessa tecnica è stata anche misurata l’espressione del gene 
fenilalanina ammonia liasi, coinvolto nella risposta di difesa della 
pianta da stress biotici. Biosaggi di laboratorio sono stati effettuati per 
la valutazione dell’attività tossica (tramite conta di mortalità e proge-
nie) e repellente (tramite “choice test”) degli oli essenziali e idrolati 
in esame. Gli estratti sono stati inoltre caratterizzati chimicamente 
tramite gas cromatografia-spettrometria di massa (GC-MS).

Risultati. Gli estratti di O. vulgare, T. vulgaris e R. officinalis sono ri-
sultati in grado di ridurre significativamente il titolo virale di ToLCNDV 
(Fig. 1), mentre si sono dimostrati inefficaci nei confronti di ZYMV. 
Quest’ultimo è invece efficacemente controllato dagli oli essenziali e 
idrolati di M. suaveolens e F. vulgare (Fig. 2), che presentano anche 
un’ottima attività di repellenza nei confronti di A. gossypii (Fig. 3).

Discussione e Conclusioni. Nell’ambito di una gestione fitosanita-
ria integrata volta alla riduzione degli agrofarmaci di sintesi, gli oli 
essenziali e idrolati in esame rappresentano potenziali biopesticidi 
per il controllo di fitovirus; in particolare, per il patosistema C. pepo/
ZYMV/A. gossypii, gli estratti di M. suaveolens e F. vulgare consentono 

Figura 1. Titolo virale relativo di ToLCNDV in piante trattate simultaneamente all’inoculo (riquadro A) e post-inoculo (riquadro B). OV EO = 
olio essenziale di Origanum vulgare, TV EO = olio essenziale di Thymus vulgaris, RO EO = olio essenziale di Rosmarinus officinalis, OV HS = 
idrolato di O. vulgare, TV HS = idrolato di T. vulgaris, RO HS = idrolato di R. officinalis, Rib= ribavirina. Il titolo virale è espresso come media di 
due repliche tecniche su tre repliche biologiche in pool; le barre indicano l’errore standard.
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lo sviluppo di un sistema di controllo di virus e vettore con un unico 
trattamento. 
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Introduzione. La continua somministrazione di antibiotici che si verifi-
ca nel caso di infezioni di origine microbica sta contribuendo ad aggra-
vare il sempre più crescente problema della resistenza ai più comuni 
farmaci antimicrobici. È quindi fondamentale dare priorità alla ricerca 
di nuovi antibiotici, di cui il mondo vegetale è un’ottima fonte. Le piante 
medicinali sono da tempo conosciute e utilizzate per la loro capacità 
di sintetizzare composti di interesse farmacologico. All’interno dei loro 
tessuti, una vasta gamma di microrganismi, definiti endofiti, contribu-
isce alla loro crescita, salute e metabolismo. In particolare, si ritiene 
che siano coinvolti nella stimolazione della pianta verso la produzione 
di metaboliti secondari e la sintesi diretta di composti con applicazioni 
terapeutiche e farmacologiche (1). 

Lo scopo di questo studio è quello di esplorare il potenziale biotecnolo-
gico del microbiota endofitico delle piante medicinali, in particolare di 
piante appartenenti al genere Origanum, e di far luce sui meccanismi 
alla base dell’interazione pianta-microbiota, con l’obiettivo di identifica-
re nuove molecole bioattive di origine batterica efficaci contro patogeni 
multiresistenti (MDR) e di verificare se la produzione degli oli essenziali 
(OE) da parte della pianta possa essere influenzata dalla presenza degli 
endofiti e/o se alcuni composti siano di origine batterica. 

Materiali e Metodi. A questo scopo, sono stati isolati i batteri endo-
fiti coltivabili associati alle diverse parti anatomiche di alcune specie 
e sottospecie di Origanum, dalle quali è stato idro-distillato l’OE. La 
composizione dell’OE è stata ottenuta mediante gas-cromatografia e 
spettrometria di massa. La struttura e la composizione delle comunità 
microbiche sono state valutate attraverso il sequenziamento dell’rDNA 
16S e l’analisi Random Amplified Polimorphyc DNA (RAPD). Sono stati 
poi effettuati test fenotipici, quali la resistenza agli antibiotici e l’attività 
antagonista nei confronti di alcuni batteri patogeni MDR, mediante il me-
todo del cross-streaking. 

Risultati. L’analisi dei profili RAPD e l’affiliazione tassonomica delle 
comunità endofitiche hanno rivelato un alto grado di biodiversità a li-
vello di genere, specie e ceppo e un basso grado di condivisione di ceppi 

Figura 2. Titolo 
virale relativo di 
ZYMV in piante 
trattate simultane-
amente all’inoculo 
(riquadro A) e 
post-inoculo (ri-
quadro B). MS EO 
= olio essenziale di 
Mentha suaveolens, 
MS HS = idrolato di 
M. suaveolens, FV 
EO = olio essenziale 
di Foenicum vulga-
re, FV HS = idrolato 
di F. vulgare, Rib= 
ribavirina. Il titolo 
virale è espresso 
come media di due 
repliche tecniche su 
tre repliche biologi-
che in pool; le barre 
indicano l’errore 
standard.

Figura 3. Repellenza di oli essenziali e idrolati contro Aphis gossypii 
tramite biosaggio “test choice”. Saggio eseguito su 20 repliche da 10 
individui ognuna (N=200). MS EO = olio essenziale di Mentha suave-
olens, MS HS = idrolato di M. suaveolens, FV EO = olio essenziale di 
Foenicum vulgare, FV HS = idrolato di F. vulgare. Le lettere indicano 
differenze	significative	(test	Chi	quadro)	fra	trattamenti	allo	stesso	
tempo di osservazione.
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tra piante diverse e tra i compartimenti della stessa pianta (2). È stato 
dimostrato come una buona parte degli isolati sia in grado di sintetizzare 
composti ad azione antibatterica, tra cui anche composti organici volatili 
(VOC). L’analisi gas-cromatografica ha rivelato che alcuni dei VOC sin-
tetizzati dagli endofiti sono presenti anche nel profilo chimico dell’olio 
essenziale della pianta dai quali i batteri sono stati isolati (3).

Discussione e Conclusioni. I dati ottenuti suggeriscono l’esistenza 
di forze selettive in grado di determinare la struttura e la composizio-
ne della comunità microbica associata a piante diverse ma anche ai 
diversi compartimenti vegetali della stessa pianta. La capacità degli 
endofiti di produrre molecole, diffusibili e volatili, in grado di inibire la 
crescita di batteri MDR mette in luce l’enorme potenziale biotecnolo-
gico e farmacologico degli endofiti e suggerisce il loro coinvolgimento 
nella determinazione del profilo chimico dell’OE della pianta a cui sono 
associati. L’analisi dei genomi di alcuni di questi batteri permetterà di 
far luce sulle vie metaboliche coinvolte nella produzione delle molecole 
bioattive. 
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Introduzione. Le specie infestanti causano notevoli riduzioni delle rese 
agricole. Tuttavia, sono ben noti i problemi per la salute umana e per 
l’ambiente causati dagli agrofarmaci di origine sintetica e molte specie 
infestanti stanno sviluppando resistenza a questi prodotti. Gli oli essen-
ziali possiedono varie proprietà biologiche e possono costituire potenziali 
presidi utili in agricoltura come diserbanti. Essi, oltre ad essere facil-
mente estraibili ed eco-compatibili in quanto generalmente biodegra-
dabili, non persistono a lungo nel suolo o nell’acqua. Sebbene diversi 
studi abbiano valutato il potenziale erbicida di alcuni oli essenziali e dei 
loro principali costituenti, pochi dati sono disponibili sulla possibile cor-
relazione tra attività fitotossica e inibizione dell’α-amilasi, enzima chiave 
nella degradazione dei carboidrati di riserva in zuccheri solubili durante 
la germinazione. In questo lavoro sono presentati i risultati di uno studio 
sulla composizione di due oli essenziali di Origanum heracleoticum e 
sulla loro attività fitotossica e inibente l’α-amilasi. 

Materiali e Metodi. Due ecotipi di O. heracleoticum sono stati raccolti 
ad Atena Lucana (Salerno): uno a fiori bianchi (OHW) e l’altro a fiori rossi 
(OHR). Le parti aeree sono state ridotte in frammenti e sottoposte a distil-
lazione in corrente di vapore per 3 ore. Gli oli essenziali così ottenuti sono 
stati successivamente analizzati per GC e GC/MS. È stata poi valutata la 
loro attività fitotossica a diverse concentrazioni, valutando la germina-
zione e l’accrescimento radicale di due comuni infestanti (Sinapis alba e 
Lolium multiflorum) e della specie di interesse agrario Raphanus sativus 
(ravanello). La determinazione dell’attività inibente l’α-amilasi è stata ef-
fettuata quantificando lo zucchero riducente (maltosio equivalente) libe-
rato dalle piantine trattate, attraverso il saggio dell’acido dinitrosalicilico.

Risultati. Negli oli essenziali sono stati identificati complessivamente 38 
composti, 35 per OHW e 38 per OHR, che rappresentano rispettivamente 
il 98,3% e il 97,5% del totale, con una netta prevalenza di monoterpeni 
ossigenati (rispettivamente il 62,6% e il 61,3%). 
In entrambi gli oli essenziali il carvacrolo e il p-cimene rappresentano i 
composti maggioritari. Entrambi gli oli essenziali sono risultati fitotossici 
sulle tre specie testate, anche se con diversa potenza, ed hanno evi-
denziato notevole attività inibitoria l’α-amilasi a tutte le concentrazioni 
testate.

Discussione e Conclusioni. Questo studio ha analizzato il profilo chimi-
co e l’attività fitotossica degli oli essenziali di due ecotipi di O. heracleo-
ticum, mai analizzati prima, proponendo l’inibizione dell’α-amilasi come 
possibile meccanismo di azione. I risultati ottenuti possono costituire la 
base di future ricerche ed applicazioni di questi oli essenziali in campo 
agricolo.

Parole chiave. Origanum heracleoticum, Olio essenziale, Fitotossicità, α-amilasi     
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Introduzione. Il rosmarino (Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae) è una 
pianta aromatica utilizzata non solo in ambito culinario, ma anche orna-
mentale; il suo olio essenziale (OE) è un efficace antimicrobico impiegato 
nell’industria cosmetica in prodotti per la cute, lozioni, shampoo, ecc. 
Scopo della ricerca è stato quello di  verificare gli effetti di un’innovativa 
soluzione acquosa a base di propoli (s.pr) sulla crescita del rosmarino e 
sulla resa in OE, valutando anche variazioni nella suscettibilità di germo-
gli di vinca (Catharanthus roseus G. Don.) ad agenti patogeni infettivi, in 
particolare fitoplasmi (1).

Materiali e Metodi. La propoli (propolis resina) è una resina prodotta 
dalle piante per proteggere i tessuti embrionali delle gemme da agenti 
esterni di tipo biotico. Le api da miele (Apis mellifera L.) la raccolgono 
nel periodo primaverile/estivo, la arricchiscono prevalentemente con 



giugno 2023    natural 1 t 33

cera e la utilizzano per proteggere l’alveare da agenti patogeni e mum-
mificare animali intrusi. Dopo la complessa lavorazione da parte delle 
api, essa si presenta costituita dal 50% di resine vegetali, 30% di cera, 
10% di composti terpenici, 5% di polline e dal 5% di altre componenti 
organiche. Per la sperimentazione su rosmarino, le sostanze attive della 
propoli (raccolta direttamente dagli alveari) sono state estratte appli-
cando un metodo innovativo che non prevede l’uso di solventi chimici e 
quindi utilizzate per ottenere la s.pr somministrata come biostimolante 
a R. officinalis selezione ‘Casola’ presente nel Giardino delle Erbe di 
Casola Valsenio (Ravenna). 1. Nel mese di aprile 2022 è stato effettuato 
il taleaggio di 200 rami semi-legnosi, messi a dimora in cassoni rialzati 
previa completa immersione di 100 di esse (le restanti 100 usate come 
‘controllo’) in s.pr al 2% (2ml/L acqua), utilizzando poi la medesima 
s.pr per la loro irrigazione. Dopo numerosi sopralluoghi visivi, è stato 
eseguito (in luglio) il 1° prelievo per verificare la crescita di apparato 
epigeo ed ipogeo nel 15% delle talee (trattate e non); nel 2° prelievo 
(in settembre) sono stati contati nel 50% delle talee (trattate e non), il 
n° di germogli e la loro lunghezza. 2. In ottobre, è stato tagliato 1 kg di 
parte epigea (trattato e non) per la distillazione in corrente di vapore 
(durata 30 min.). 3. Per verificare l’effetto in piante infette da fitoplasmi, 
sono stati utilizzati germogli di vinca micropropagati ed infetti da “aster 
yellows” (AY) (proveniente dalla collezione dell’Università di Bologna): la 
sperimentazione è stata condotta su 30 germogli di cui 15 trattati con 
s.pr e 15 trattati con sola acqua deionizzata sterile. I trattamenti sono 

stati effettuati per sommersione dei germogli in 3 tempi differenti ad 
intervalli di circa 10 giorni; sono state effettuate analisi PCR per riverifi-
care la presenza di AY nei 30 germogli. 

Risultati. 1. I sopralluoghi in campo hanno consentito di notare, visiva-
mente, la crescita maggiore delle piante di rosmarino trattate con s.pr 
rispetto a quelle non trattate; l’esame visivo è stato avvalorato dalle 
misurazioni sia dell’apparato epigeo che ipogeo effettuate nel mese di 
luglio, e dal numero maggiore di germogli contati a settembre (Fig. 1). 
2. Per ottenere 1 kg di rosmarino fresco da distillare, è stato necessario 
tagliare 33 piante non trattate e sole 27 trattate con s.pr; la resa in 
OE da quest’ultime è stata maggiore del 21% (Fig. 2). 3. Visivamente, i 
germogli di vinca trattati con s.pr si sono sviluppati di più, con aumento 
dell’ampiezza della lamina fogliare e maggiore allungamento degli in-
ternodi (germogli ‘normo-conformati’); inoltre, unicamente nel substrato 
dei germogli trattati con acqua deionizzata sterile (visivamente più di-
sformi), si è formata una patina rosa, dovuta ad una probabile contami-
nazione (batterica e/o fungina). Le analisi PCR hanno confermato, dopo 
la sperimentazione, in tutti i 30 germogli di vinca (trattari con s.pr e non) 
la presenza di AY.

Discussione e Conclusioni. Da queste ricerche, seppure preliminari, 
risulta evidente come la soluzione acquosa a base di propoli (messa 
a punto e prodotta da uno degli Autori) si comporti da biostimolante 
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in grado di favorire una maggiore crescita del rosmarino (Fig. 3) e dei 
germogli di vinca (che, seppur infetti da AY, appaiono asintomatici) (2), 
favorendo la resa in OE e riducendo anche il numero di piante necessa-
rie per la distillazione. Altri studi sono in corso per comparare la compo-
sizione degli OE dal rosmarino trattato e non, e la loro specifica attività 
antimicrobica. 
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Figura 1.  Valutazioni agronomiche relative alla crescita delle talee 
di rosmarino trattate con soluzione al propoli (s.pr) e non trattate 
(controllo).	Nelle	figure	a	destra,	relative	al	2°	prelievo,	appare	
evidente la differenza di crescita fra le piante delle due tesi (vedi 
anche	figura	3).

Figura 2. Olio essenziale da rosmarino non trattato (A) (5 ml/kg) e 
trattato con soluzione al propoli (B) (7ml/kg).

Figura 3. 
Settem-

bre 2022. 
Le piante 

trattate con 
soluzione 

acquosa al 
propoli sono 
visivamente 

molto più 
robuste e 

vigorose (A) 
rispetto a 

quelle non 
trattate (B).
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Introduzione. In Italia, le coltivazioni di piante aromatiche si presenta-
no spesso frammentarie ed assolutamente inadeguate a far fronte alle 
richieste delle industrie utilizzatrici che hanno grandi difficoltà nell’ap-
provvigionamento di quantità di prodotto con caratteristiche omogenee 
e a prezzi competitivi rispetto a quelli delle forniture estere. Per aiutare 
i produttori italiani a inserirsi più attivamente nel mercato, è necessa-
rio adottare tecniche colturali che migliorino le rese in materia prima 
(massa vegetale raccolta), ma senza influire su quella che è la compo-
sizione dei prodotti di estrazione: olio essenziale (OE) e idrolato (Id). È in 
quest’ottica che si è effettuato un primo studio somministrando la propoli 
(biostimolante) al rosmarino (Rosmarinus officinalis L.), pianta aromatica 
fra le più note ed apprezzate, ma dalla crescita molto lenta e ritenuta 
poco remunerativa (1). I risultati ottenuti, ossia il maggiore sviluppo delle 
piante ‘trattate’ con propoli e l’aumento della resa in OE (mL/kg), hanno 
imposto la necessità di effettuare analisi specifiche al fine di compara-
re i profili chimici e valutare eventuali cambiamenti del fitocomplesso e 
quindi nella produzione dei metaboliti secondari. Scopo di questa ricerca: 
caratterizzazione della propoli; descrizione della frazione chimica volatile 
del rosmarino tal quale, dell’OE e dell’Id, prima e dopo il trattamento, 
mediante approcci multi-metodologici; valutazione dell’attività antimi-
crobica e dell’azione prebiotica.
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Materiali e Metodi. La tecnica della microestrazione in fase solida (SPME) 
(2,3) seguita dall’analisi mediante gas-cromatografia accoppiata alla spet-
trometria di massa (GC-MS), è stata applicata per la caratterizzazione dei 
rametti di rosmarino e della propoli. Mediante la tecnica dello spazio di te-
sta strumentale (HS-Headspace Autosampler Turbomatrix) (4,5) accoppiato 
alla GC-MS, sono stati invece caratterizzati gli Id mentre gli OE sono stati 
investigati per iniezione diretta nel GC. 
Sia gli oli essenziali che gli idrolati sono stati testati sia per l’azione 
antimicrobica nei confronti di 3 ceppi ATCC fungini appartenenti al ge-
nere Candida (C. albicans, C. krusei, C. parapsillosis) e 5 batterici (En-
terococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli e Staphylococcus aureus), che per l’azione prebiotica nei 
confronti di due ceppi di riferimento di Lactobacillus casei e L. haelveti-
cus. L’azione antimicrobica è stata testata mediante il test di microbrodo 
diluizione in linea con le linee guida EUCAST individuando i valori di Mi-
nima Concentrazione Inibente (MIC) e Minima Concentrazione Citocida 
(MCC), mentre l’azione prebiotica è stata valutata analizzando le curve di 
crescita dei ceppi probiotici coltivati, per 24h, in presenza e assenza di 
diluizioni scalari degli idrolati.

Risultati. L’analisi chimica condotta sui rametti di rosmarino ha evidenzia-
to delle differenze quantitative, per molti dei componenti rilevati, tra il cam-
pione (controllo) e quello trattato con propoli. Nel caso dell’EO e dell’Id, an-
che se con un trend diverso, specifici andamenti erano ancora più marcati 
a carico dei composti principali. Da un punto di vista qualitativo per tutte le 
matrici analizzate, i profili chimici rimanevano gli stessi tra il controllo ed il 
trattato. Molto interessante l’indagine condotta sulla propoli grezza che ha 
messo in luce la presenza di un elevato numero di molecole appartenenti 
a diverse classi chimiche.
Entrambe le tipologie di oli essenziali presentano una maggiore azione an-
timicrobica nei confronti dei ceppi di E. faecalis e. coli. Al contrario, i due 
idrolati non presentano attività antimicrobica ma mostrano un’interessante 
azione prebiotica stimolando in egual misura, per concentrazioni minori o 
uguale al 12.5% v/v, la crescita dei ceppi probiotici analizzati. 

Discussione e Conclusioni. Paragonando le due tipologie di oli essenziali 
e idrolati (controllo e trattato), differenze nei profili chimici sono state indi-
viduate mentre non sono state rilevate variazioni significative dei valori di 
MIC e MCC, né variazioni significative delle curve di crescita. Alla luce dei 
risultati ottenuti, ulteriori investigazioni sono necessarie per meglio com-
prendere gli effetti del trattamento con propoli nel tempo.
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Introduction. The chemical constituents of essential oil samples from 
different organs of Crithmum maritimum L. (Apiaceae) collected at three 
different localities in Montenegro (Bar, Budva and Herceg-Novi) are pre-
sented herein.           

Materials and Methods. A total of twelve essential oils were isolated 
by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography–mass spec-
trometry method.      

Results and Discussion. As a result, variations in the yield and chemical 
composition have been reported. The highest yield was observed in fruits 
(3.15–3.50%), while rhizomes contained the lowest amount of essential 
oil (0.01%). The essential oils from leaves were characterized by high 
proportions of limonene (21.52–30.15%), terpinene-4-ol (6.19–8.58%) 
and γ-terpinene (4.02–6.06%), with the exception of the sample from 
Budva distinguished by a predominance of sabinene (6.34%) and dillap-
iole (22.05%). The main components of the essential oils obtained from 
flowers were limonene (53.96–58.90%), γ-terpinene (7.82–8.10%) and 
sabinene (6.43–7.72%), while the samples from ripe fruits were char-
acterized by a predominance of limonene (50.92–60.20%), γ-terpinene 
(10.68–17.91%), and α-pinene (8.47–9.23%). The main constituent of 
the essential oils obtained from rhizomes was dillapiole (15.78–49.92%). 
Additionally, the essential oil samples from Bar and Herceg-Novi were 
characterized by the high amounts of elemicin (14.43% and 38.13%, re-
spectively) and butyl hydroxytoluene (10.13% and 18.68%, respectively), 
whereas the sample from Budva was particularly abundant in falcarinol 
(20.33%) and fatty acids (linoleic acid (17.65%), palmitic acid (16.35%) 
and oleic acid (11.55%)).      

Conclusions. This is the very first report on essential oils of C. mariti-
mum L. leaves, flowers, and fruits collected in Montenegro. 
     
Keywords. Crithmum maritimum L., Essential oil, Hydrodistillation, Gas chromatogra-
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Introduzione. In questo studio è stato analizzato il rapporto che c’è 
fra composizione chimica degli oli essenziali e attività antibatterica nei 
confronti di Acinetobacter baumannii resistente ai carbapenemi (CRAB), 
sfruttando le capacità di algoritmi machine learning (ML) per individua-
re i componenti chimici maggiormente responsabili del profilo biologico 
sperimentalmente osservato. Sono stati generati quattro modelli ML, 
utilizzati per predire l’attività antibatterica di 11 oli essenziali  estratti 
sperimentalmente di cui sono state valutate le attività antibatteriche.

Materiali e Metodi. Sono stati compilati due diversi training set e per 
ogni dataset sono stati eseguiti due calcoli distinti, uno per la Minima 
Concentrazione Inibente (MIC) e l’altro per i valori di Minima Concentra-
zione Battericida (MBC). I dati sono stati estrapolati dal database PyEO 
(eo.3d-qsar.com), poi processati sulla piattaforma Jupyter Notebook. I 
dataset sono stati sottoposti ad ottimizzazione mediante un approccio 
di tipo “Monte Carlo”. I modelli finali sono stati analizzati attraverso la 
libreria Skater, determinando prima le Features Importance (FI) per ogni 
componente e quindi le Partial Dependence (PD). Quest’ultima sottolinea 
l’influenza positiva o negativa di ogni componente all’interno dell’olio 
essenziale nei riguardi dell’attività biologica associata. I quattro model-
li generati sono stati validati sperimentalmente utilizzando un test set 
esterno di 11 oli essenziali.

Risultati. Per entrambi i dataset, i modelli con una maggiore accura-
tezza sono stati ottenuti separando gli oli essenziali in attivi e inattivi 
con un valore di cutoff di 0,03% v/v (MIC o MBC). L’analisi della FI ha 
permesso di definire che il carvacrolo, l’eugenolo, il timolo, il limonene 
e l’eucaliptolo sono risultati in assoluto quelli più influenti sull’attività 
antibatterica, mentre per l’analisi della PD il carvacrolo, l’eugenolo e il 
timolo hanno rivelato un’influenza positiva in base alla loro concentra-
zione all’interno degli oli essenziali. Il limonene e l’eucaliptolo, invece, 
sono stati valutati influenzare negativamente l’attività antibatterica. 
Un risultato misto è stato osservato nel caso dell’α-pinene, probabil-
mente legato ad un effetto sinergico o anti-sinergico in funzione della 
percentuale presente. La validazione esterna di questi quattro modelli 
ottimizzati sugli 11 oli essenziali con attività incognita nei confronti di 
CRAB, ha portato ad una predizione dell’attività inferiore allo 0,03% v/v 
solo dell’olio essenziale estratto da un campione di Thymus vulgaris. 
Le prove microbiologiche hanno permesso di determinare i valori di 
MIC in un range che va dal 1,25% v/v a >5% v/v (Tab. 1). 
Mediante l’analisi della PD una serie di componenti chimici è stata 
selezionata, e ne è stata verificata sperimentalmente l’attività antibat-
terica. In accordo con i dati della PD i dati hanno confermato un ottimo 
valore di MIC e MBC per il timolo (0,015% v/v) e valori più elevati per 
composti come eucaliptolo e a-pinene, rispettivamente di 0,6% v/v e 
5% v/v.

Conclusioni. Degli undici oli essenziali sperimentalmente testati, i mo-
delli hanno correttamente predetto che dieci campioni (91%) non pre-
sentassero valori di MIC inferiori a 0,03%. Inoltre, l’analisi PD è stata 
confermata da dati sperimentalmente ottenuti su alcuni componenti 
chimici. Alla luce dei risultati ulteriori studi sono in corso per sviluppare 
modelli sempre più robusti e predittivi che possano in futuro essere 
usati per progettare delle miscele di oli essenziali “ad hoc” contenenti 
principalmente i componenti principali indicati dai modelli ML.
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Introduzione. Gli oli essenziali (OE) sono matrici idrofobiche com-
plesse ottenute dalla distillazione in corrente di vapore di piante aro-
matiche. Le proprietà biologiche degli OE, ampiamente documentate, 
includono l’attività analgesica, antinfiammatoria, immunomodulato-
ria, antitumorale ed antimicrobica. Quest’ultima è stata evidenziata 
nella capacità di controllare la crescita di una grande varietà di pato-
geni riscontrati in matrici di origine alimentare. I componenti degli OE 
caratterizzati da una spiccata attività antibatterica sono: fenoli (e.g., 
carvacrolo, timolo, ed eugenolo), alcoli (e.g., geraniolo, linalolo, e 
mentolo), aldeidi (geraniale e cuminale), chetoni (e.g. carvone, men-
tone, piperitone) ed eteri (estragolo, ed anetolo). La ricerca sugli OE 
necessita di un approccio interdisciplinare che contempli la sinergia 
tra competenze botaniche (ottimizzazione delle condizioni di coltiva-
zione e/o raccolta), chimiche (estrazione e analisi), microbiologiche e 
statistiche (correlazione tra la composizione chimica e l’attività bio-
logica). Nel presente studio è stata comparata la composizione fito-
chimica di cinque OE determinata sia nella fase condensata che nei 
rispettivi vapori, allo scopo di valutare l’attività antimicrobica della 
frazione volatile (1) rilasciata da tamponi opportunamente imbevuti 
di OE.

Materiali e Metodi. Il focus di questa presentazione è rivolto alla deter-
minazione della composizione di cinque OE (Mentha piperita, Thymus 
vulgaris, Lavandula stoechas, Origanum vulgare, Eucalyptus cinerea) 
attraverso tre diverse applicazioni della gascromatografia accoppiata 
alla spettrometria di massa (GC-MS): analisi di 1. Soluzioni dell’OE in 
cicloesano, 2. Spazio di testa dell’OE (HS), 3. Spazio di testa preceduto 
da una pre-concentrazione selettiva con microestrazione in fase solida 
(SPME). Nell’esperimento 1. è stata determinata la composizione della 
matrice in fase liquida. Nell’esperimento 2. i vapori in equilibrio con 
la fase liquida sono stati campionati per determinare esclusivamente 
la frazione volatile. Infine, nell’approccio 3. è stato evidenziato l’effet-
to di pre-concentrazione selettiva di una fibra SPME di largo utilizzo 
(DVB-CAR-PDMS), per rivelare componenti volatili al di sotto del limite di 
rilevabilità con l’approccio HS.

Risultati, Discussione e Conclusioni. Lo studio comparativo condot-
to sui cinque OE ha rivelato significative differenze nella composizione 
della fase condensata e dei relativi vapori, evidenziando in alcuni casi 

Tabella 1. Valori MIC e MBC ottenuti dalle analisi ef-
fettuate sugli 11 oli essenziali nei confronti di isolati di 

Acinetobacter baumannii carbapenem-resistente. 



giugno 2023    natural 1 t 37

una marcata alterazione del profilo gascromatografico indotta dall’uti-
lizzo della fibra SPME. In generale, le analisi HS-SPME costituiscono 
l’approccio ottimale per un’analisi untargeted, rivelando in tutti i casi 
esaminati la miglior sensibilità in termini di composti rivelati. Negli OE 
in cui il componente maggioritario ha un elevato punto di ebollizione 
(>230 °C, i.e. carvone e timolo nell’OE di menta e timo, rispettivamen-
te), il disaccordo tra i dati raccolti in fase liquida e vapore aumenta. 
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Introduction. The antioxidative activity of essential oils (EOs) is an 
important but often neglected property, given that EOs are mostly 
evaluated as antimicrobial agents. Herein, a series of 61 commercial 
EOs were evaluated as antioxidants either in vitro or in vivo.

Materials and Methods. EOs were assessed for their total antioxidant 
capacity (TAC), ability to neutralize the DPPH● radicals, ABTS●+ cation 
radicals, lipid peroxide radicals (LOO●) in oil/water emulsion systems, 
as well as hydroxyl radicals (OH●) generated in the Fenton reaction. 
Additionally, their salmon DNA protective features were elaborated 
against AAPH-induced alkoxy radicals (ROO●), or OH● emerging upon 
FeSO4-catalyzed cleavage of H2O2. The most potent EOs were admin-
istered in vivo to the adult Wistar rats with CCl4-induced oxidative 
stress, and evaluated through the redox markers like SOD, TBARS, 
CAT, and GSH, as well as by conducting the comet assay. Machine 
learning (ML) algorithms were applied to correlate EOs’ chemical 
compositions with the associated activities (1). 

Results. Having good TAC, eighteen EOs samples neutralized DPPH● 
and ABTS●+ with EC50s in the ng/mL to μg/mL range, retained the level 
of potency against LOO● while inhibiting lipid peroxidation, and coun-
teracted OH● while protecting the 2-deoxy-D-ribose (for instance Cade 
EO with EC50 = 0.007, 0.017, 0.023, and 0.001 µg/mL, respectively). 
EOs further exerted exceptional DNA protective activity against ROO● 
and OH●. The most potent samples likewise prevented CCl4-provoked 
peroxidation of hepatocytes membrane and DNA-lesions formation in 
vivo and showed significant antigenotoxicity (2). Statistically robust 
ML models indicated chemical components were mainly responsible 
for antioxidative potential, in terms of feature importance and partial 

dependence plots. 

Discussion and Conclusions. As antioxidants, herein EOs are appli-
cable as remedies for treating damage caused by mitochondrial DNA 
oxidative stress inducers. Moreover, herein EOs could prevent the au-
tooxidation of lipids in food and be used as supplements during che-
motherapy to counteract the genotoxicity of alkylating agents. 
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Introduzione. La tecnica elettrochimica a cui si fa riferimento è sta-
ta sviluppata per contrastare e limitare le frodi dell’olio d’oliva che 
si verifica con la sostituzione totale o parziale dell’olio d’oliva extra 
vergine di oliva (EVO) con diversi oli di semi (girasole, nocciola, ecc.) 
oppure con la miscelazione con oli di oliva di inferiore qualità. Pertanto 
una nuova opportunità per rilevare tali frodi è mediante l’applicazione 
di piattaforme innovative di rilevamento e “biosensing” (1). In questo 
studio, per la prima volta, viene utilizzata in via sperimentale una tec-
nica voltammetrica per valutare il potenziale antiossidante degli oli 
essenziali.

Materiali e Metodi. Per questo lavoro sperimentale sono stati utiliz-
zati elettrodi commerciali depositati per screen-printing, con un core 
in carbonio e pin d’argento (2), (Fig. 1), che sono stati modificati con 
nanotubi di carbonio, biossido di titanio nella forma anatasio ed idros-
sido di colina. Per quanto riguarda gli analiti, sono stati impiegati una 
serie di oli essenziali (OE) commerciali ed estratti ottenuti mediante 
distillazione in corrente di vapore e idrodistillazione, inoltre sono sta-
ti testati anche idrolati ottenuti direttamente durante la preparazione 
degli OE sperimentali. 

Risultati. L’approccio della metodica è stato quello di capire quale 
fosse il potenziale antiossidante dei diversi OE e idrolati per poi con-
frontarli con altre soluzioni standard e poter fare un confronto tra di 
esse. Sono stati utilizzati sia campioni di OE  commerciali che estratti 
mediante separazione in un secondo momento sono state fatte analisi 
anche su campioni di idrolati che hanno mostrato essere meno “ag-
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gressivi” nei confronti dell’elettrodo, restituendo ottime letture, con 
picchi più chiari e con minore rumore di fondo e soprattutto mostran-
do una più alta riproducibilità (Figg. 2 e 3). 

Discussione e Conclusioni. Le modifiche effettuate all’elettrodo stan-
dard consentono di effettuare le analisi rapidamente senza uso di sol-
venti organici. Per questo, l’approccio impiegato rappresenta un meto-
do di basso impatto ambientale per valutare il potenziale antiossidante 

Figura 1. 
Elettrodo 
con mo-

difica	utiliz-
zato per la 

valutazione 
del potere 

antiossi-
dante.

Figura 3. 
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potenziali 
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duzione, 

rilevati con 
software 
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Figura 2. 
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suaveolens.

associato agli OE. La strumentazione e il software associato sono stati 
sottoposti a test di validazione dimostrandosi un valido strumento ana-
litico, rapido e facile da usare, in grado di effettuare una prima e veloce 
valutazione sul potere antiossidante. 
Grazie a un ulteriore collaudo e l’ottimizzazione di nuovi biosensori am-
perometrici monouso si potranno analizzare sostanze con proprietà an-
tiossidanti in diversi campi di applicazione; agroalimentare, chimico-cli-
nico e di protezione dell’ambiente.
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Introduzione. Gli oli essenziali (OE), comunemente utilizzati nelle indu-
strie alimentare, profumiera, farmaceutica, e cosmetica, sono miscele 
ad alto valore economico la cui composizione chimica è estremamente 
variabile e legata a diversi fattori. La conformità di un OE a specifici 
standard analitici è fondamentale al fine di garantire un prodotto fi-
nito di qualità riproducibile e sicuro per i consumatori. La metodica 
convenzionale per la caratterizzazione quantitativa di OE è la gas cro-
matografia accoppiata a spettrometria di massa (GC/MS), una tecnica 
costosa, lenta, e che richiede infrastrutture adeguate. Lo scopo del pre-
sente progetto è lo sviluppo di un metodo alternativo di caratterizza-
zione quali/quantitativa degli OE basato su spettroscopia infrarossa in 
riflettanza totale attenuata (ATR-FTIR) accoppiata a metodi di appren-
dimento automatico (machine learning – ML). L’approccio ATR-FTIR ha 
già mostrato ottime capacità di identificazione e discriminazione di OE 
(1). Il metodo proposto potrebbe consentire la caratterizzazione quali/
quantitativa degli OE in tempi rapidi, con costi contenuti e strumenta-
zioni diffuse nei laboratori chimici e facili da utilizzare. Dati estratti da 
spettri ottenuti in spettroscopia a risonanza magnetica nucleare (NMR) 
saranno ulteriormente impiegati per lo sviluppo dei modelli di ML al 
fine di ottimizzare le loro capacità predittive.

Materiali e Metodi. Modelli preliminari di ML sono stati sviluppati su 
dati spettrali ottenuti in ATR-FTIR e 1H-NMR su standard puri di mono- 
e sesquiterpeni e su miscele ternarie degli standard (confermate me-
diante GC/MS). I modelli sono stati validati con dati ATR-FTIR e 1H-NMR 
di OE appartenenti ai genus Mentha, Cymbopogon e Lavandula, e alle 
specie Salvia rosmarinus e Thymus vulgaris.  
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Risultati e Discussione. Lo studio è oggetto di un deposito brevettuale 
e pertanto per motivi di proprietà intellettuale i dettagli sui risultati non 
possono essere divulgati. 

Conclusioni. Dai dati preliminari la tecnica si presenta molto prometten-
te e nel breve futuro potrebbe rappresentare una svolta tecnica nell’ana-
lisi di oli essenziali ed espandibile a qualsiasi miscela complessa.
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Introduzione. La crescente ricerca di stili di vita sani sta spingendo i 
consumatori verso prodotti alimentari sempre più naturali, con un cre-

scente interesse verso i prodotti fortificati attraverso l’incorporazione di 
composti bioattivi ad elevata tecno-funzionalità e/o benefici per la salu-
te (1). Recentemente, l’industria alimentare ha sviluppato un interesse 
tangibile verso l’uso degli oli essenziali (OE) come conservanti naturali 
(2). Tuttavia, a causa della reattività e dell’idrofobicità degli OE, la loro 
incorporazione in alimenti e bevande a base acquosa richiede la stabi-
lizzazione degli OE da parte di un sistema di veicolazione adatto (3,4). 
L’incapsulamento degli OE rappresenta un approccio necessario a ga-
rantire la stabilità fisica degli OE, e consentire il loro rilascio controllato. 
Questo lavoro descrive i principali sistemi di incapsulamento per gli OE 
di interesse industriale, con particolare riferimento ai sistemi colloidali 
fabbricati con ingredienti naturali e di grado alimentare, utilizzando tec-
nologie che siano scalabili a livello industriale. 

Materiali e Metodi. Questo lavoro è stato basato sulla revisione della 
letteratura scientifica riguardante: a) il rilascio di composti bioattivi na-
turali ed OE da sistemi colloidali, b) l’incapsulamento di OE, c) l’incap-
sulamento di composti bioattivi naturali e d) vettori nanometrici a base 
di lipidi o biopolimeri. I database per la ricerca hanno incluso: Scopus, 
Web of Science, PubMed, ScienceDirect e Google Scholar. La sequenza 
temporale è stata fissata agli ultimi 10 anni, dal 2012 ad oggi.

Risultati. I sistemi colloidali comprendono un’ampia gamma di vettori 
finemente dispersi, con la fase dispersa che varia da pochi a centinaia di 
nanometri (5). Per essere utilizzati nei sistemi alimentari, i sistemi par-
ticellari colloidali devono soddisfare gli standard di qualità alimentare, 
sia nella formulazione che nei metodi di produzione. I principali sistemi 
colloidali per l’incapsulamento e la veicolazione di composti bioattivi di 
origine naturale, come gli OE, sono schematicamente rappresentati in 
Figura 1.

Discussione e Conclusioni. Tra i sistemi colloidali di grado alimenta-
re per la veicolazione di OE, le nanoemulsioni, i liposomi e le particelle 
biopolimeriche sono caratterizzati da processi di produzione facilmente 
scalabili, elevata capacità di caricamento con OE, nonché sostenibilità 

Figura 1. Principali sistemi colloidali per l’incapsulamento e la veicolazione di composti bioattivi.
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economica e rappresentano quindi le opzioni più praticabili per le appli-
cazioni alimentari, in particolare per il controllo della crescita microbica 
e l’estensione della durata di conservazione dei prodotti alimentari. Tut-
tavia, molti altri sistemi di veicolazione di scala colloidale sono adatti 
per l’incapsulamento degli OE e meritano studi più approfonditi, rivolti 
in particolare a superare i limiti legati alla produzione su larga scala, 
tipicamente di interesse per l’industria alimentare.
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Introduzione. Listeria monocytogenes è l’agente eziologico della liste-
riosi, un’infezione veicolata da prodotti alimentari. Sempre più spesso, 
tra i prodotti coinvolti vi sono alimenti di origine vegetale, tra cui i prodotti 
ortofrutticoli freschi e/o di quarta gamma, che non subiscono trattamen-
ti volti alla riduzione della carica microbica, ad eccezione del lavaggio 
in acqua. L’aggiunta di idrolati (HY) alle acque di lavaggio rappresenta 

Figura 1. Dinamica di Listeria monocytogenes ATCC 7644 inoculata 
su rucola (Eruca sativa) e successivamente sottoposta a dipping 
in una soluzione contenente 500 μL/mL di idrolato di Origanum 
vulgare subsp. hirtum (OHY) o di Thymbra capitata (L.) Cav. (THY), 
a	tempo	0	e	dopo	24	e	48	ore	a	4°C	in	aria.	I	risultati	sono	espressi	
come Log UFC/g. Gli asterischi indicano differenze statisticamente 
significative	(p*<0.05)	rispetto	al	campione	non	trattato.

un’ipotesi meritevole di indagine, in relazione alla possibilità di ridurre il 
rischio di listeriosi. 

Materiali e Metodi. In questo studio è stata valutata la riduzione di L. 
monocytogenes ATCC 7644 inoculata su rucola (Eruca sativa) e succes-
sivamente sottoposta a dipping in una soluzione contenente 500 μl/ml di 
HY di Origanum vulgare subsp. hirtum (OHY) o Thymbra capitata (L.) Cav. 
(THY). Contestualmente, sono stati monitorati i parametri fisico-chimici 
(aw, colore Hunter L*a*b* e scala L*C*h*, pH) ed è stata determinata la 
percezione del prodotto da parte del consumatore, attraverso un test 
triangolare associato a un test di accettabilità complessiva. 

Risultati. I risultati sono stati acquisiti immediatamente dopo il tratta-
mento, dopo 24 e dopo 48 ore di stoccaggio del campione in refrigera-
zione (4°C). La valutazione del prodotto non confezionato mira a fornire 
informazioni sia sugli effetti di una potenziale applicazione durante il 
processo di produzione della quarta gamma, sia sull’eventuale efficacia 
in ambiente domestico. Il trattamento con 500 μl/ml di OHY o di THY 
ha determinato dopo 24 e 48 ore una significativa (p*<0.05) riduzione 
logaritmica della carica di L. monocytogenes ATCC 7644 (Fig. 1), rag-
giungendo dopo 24 ore riduzioni di carica pari a 0,93 e 1,19 Log UFC/g, 
rispettivamente. Il trattamento non ha determinato 
alcuna variazione nei valori di aw del prodotto, mentre il pH è diminuito 
subito dopo il trattamento, in particolar modo in presenza dell’OHY (Tab. 
1). Sono state altresì identificate differenze nella definizione del colore, 
determinate da un leggero imbrunimento del campione trattato con gli 
HY (dati non mostrati). Relativamente al test triangolare, subito dopo il 
trattamento un numero significativo di panelisti è riuscito a identificare il 
campione trattato. Ciononostante, dalle 24 ore seguenti il dipping con gli 
HY non sono state rilevate differenze rispetto al controllo. 

Discussione. I risultati di questo studio in-situ hanno evidenziato l’effica-
cia degli HY nel ridurre la carica di L. monocytogenes ATCC 7644 su rucola 
refrigerata non confezionata, come conseguenza dei composti bioattivi che 
residuano dalla distillazione degli oli essenziali corrispondenti (1). 

Conclusioni. La minima variazione nelle caratteristiche fisico-chi-
miche della rucola, unitamente ai risultati del test sensoriale, lascia 
supporre la possibilità di impiegare gli HY nelle acque di lavaggio dei 
prodotti ortofrutticoli, senza incidere sulle caratteristiche sensoriali del 
prodotto finito. 
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Tabella 1. Evoluzione del pH e dell’aw di rucola (Eruca sativa) in aria 
sottoposta a dipping con soluzione contenente 500 μL/mL di idrola-
to Origanum vulgare subsp. hirtum (OHY) o di Thymbra capitata (L.) 
Cav.	(THY),	a	tempo	0	e	dopo	24	e	48	ore	a	4°C	in	aria.	
Gli	asterischi	indicano	differenze	statisticamente	significative	
(p*<0.05)	rispetto	al	campione	controllo.
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Introduzione. Lo studio dell’azione antimicrobica degli oli essenziali 
in ambito veterinario ha subito negli ultimi anni un’importante cresci-
ta raggiungendo interessanti risultati sia per la prevenzione che per la 
cura delle infezioni batteriche e fungine. La diffusione di tali infezioni 
negli allevamenti di animali porta con sé un importante problema per la 
salute degli operatori poiché i microrganismi in questione sono spesso 
anche responsabili di zoonosi. Nello specifico, le dermatofitosi (malattie 
causate da funghi dermatofiti) sono un problema estremamente rilevan-
te negli allevamenti commerciali di conigli dove causano una notevole 

morbilità e perdite economiche in termini di capi. Inoltre, i conigli infetti 
rappresentano un’importante fonte di infezione che può essere trasmes-
sa all’uomo generando dermatofitosi del tipo tinea corporis, tinea capitis 
o tinea barbae causate da funghi quali Trichophyton mentagrophytes e 
Microsporum canis. In questi allevamenti, la diffusione delle spore da 
animale ad animale o da animale a uomo è favorita dagli impianti di 
ventilazione.
L’obiettivo di questo studio è quello di valutare l’efficacia della nebuliz-
zazione di oli essenziali (OE) per il controllo della carica fungina negli 
allevamenti di conigli al fine di contrastare la diffusione di dermatofitosi.

Materiali e Metodi. Attraverso test di micro-brodo diluizione, è stata 
testata l’efficacia di un mix commerciale di oli essenziali (OE), e dei sin-
goli OE che caratterizzavano il mix, contro tre funghi responsabili delle 
dermatofitosi in allevamenti di conigli (Microsporum canis, Trichophyton 
mentagrophytes e Trichophyton interdigitale). Dai test sono stati estra-
polati i valori di minima concentrazione inibente (MIC) e fungicida (MFC). 
L’efficacia citocida delle componenti volatili del mix è stata valutata me-
diante esperimenti di nebulizzazione in ambienti confinati. Quadrati (1x1 
cm) di carta sterile sono stati inoculati al momento e 10 gg prima dell’e-
sperimento con 50 μL di una sospensione di 5x105 cfu/mL. Sono stati 
testati due tempi di nebulizzazione (20 e 80 min). Dopo il trattamento 
la crescita dei dermatofiti è stata osservata dopo 3, 6 e 10 gg. (Fig.1 e 
Fig. 2). 
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Risultati. I risultati mostrano come sia gli oli essenziali in piastre che le 
loro componenti volatili esercitano un’azione citocida nei confronti dei 
dermatofiti testati rispetto al controllo non trattato. Dopo un solo tratta-
mento l’azione citocida si esplica solo a carico dei campioni inoculati  al 
momento (Fig. 1) già a partire dai 20 minuti di trattamento. 

Discussione e Conclusioni. I dati preliminari suggeriscono che la nebu-
lizzazione degli OE somministrati può essere un valido trattamento per il 
controllo della carica fungina negli allevamenti di conigli al fine di evitare 
sia le infezioni degli animali che degli operatori.

Parole chiave: Oli essenziali, Dermatofitosi, Allevamento di conigli, Microsporum canis, 
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton interdigitale

Figura 1. Tasselli inoculati con Microsporum canis dopo 10 giorni dal 
trattamento.

Figura 2. Tasselli inoculati con Trichophyton interdigitale dopo 10 
giorni dal trattamento.

IV Sessione: 
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Introduzione. I pazienti in trattamento emodialitico cronico hanno una 
qualità di vita significativamente inferiore a quella della popolazione ge-
nerale. Ciò dipende dalle numerose comorbidità e dai molteplici sintomi 
psico-fisici, il più invalidante dei quali è l’astenia. È stata condotta una 
review sistematica per definire gli effetti della aromaterapia sull’astenia 
nei pazienti in trattamento emodialitico cronico.

Materiali e Metodi. Una ricerca sistematica è stata condotta su ‘Cochra-
ne Library, Pubmed, Scopus, Science Direct, Springer Link’ nel periodo 
1960 – 2022. Dieci studi prospettici, randomizzati e controllati compren-
denti 764 pazienti sono stati inclusi nella presente review sistematica. 
L’aromaterapia è stata condotta per inalazione indiretta, per inalazione 
diretta, o tramite massaggio con olii essenziali, prima o durante o dopo 
la sessione dialitica, ogni giorno o due/tre volte alla settimana, per una 
durata varia (range: 2-30 minuti). 

Risultati. In tutti gli studi è stata documentata una significativa riduzione 
dell’astenia nel gruppo di trattamento rispetto al gruppo di controllo. 

Discussione. L’astenia altera significativamente la qualità di vita dei pa-
zienti in trattamento emodialitico cronico. I trattamenti farmacologici si 
sono dimostrati inefficaci così come l’uso di trattamenti emodialitici ad alta 
efficienza (emodiafiltrazione) (1). D’altra parte, la presente e altre due revi-
sioni sistematiche, dimostrano che l’aromaterapia con olii essenziali riduce 
significativamente l’astenia in questi pazienti (2-4). È stato ipotizzato che 
l’aromaterapia stimoli, attraverso il sistema olfattivo, l’ipotalamo e attivi il 
sistema parasimpatico promovendo rilassamento e riduzione dell’astenia. 

Conclusioni. L’aromaterapia è efficace nel ridurre l’astenia nei pazienti 
emodializzati cronici. Rimane da definire la sua applicabilità nella pratica 
clinica quotidiana. 
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Introduzione. Il melanoma è il tumore della pelle più aggressivo che 
origina dalla trasformazione maligna dei melanociti. È un tumore alta-
mente invasivo, metastatico e refrattario alla chemioterapia. Uno dei 
meccanismi alla base della resistenza del melanoma è l’incapacità di 
subire l’apoptosi in risposta alla chemioterapia e ad altri stimoli esterni. 
Tuttavia, anche altri processi come detossificazione, trasporto di farmaci 
e riparazione del DNA possono giocare un ruolo fondamentale (1). Uno 
degli obiettivi della ricerca oncologica è l’individuazione di nuove strate-
gie terapeutiche combinate in grado di superare il fenomeno della far-
macoresistenza e ridurre il potenziale metastatico e invasivo delle cellule 
tumorali.  
Nell’ambito di tale ricerca è stato valutato l’effetto dell’olio essenziale 
estratto da Melaleuca alternifolia, [tea tree oil (TTO)] e del suo compo-
nente attivo, il terpinen-4-olo, su un modello di melanoma umano sensi-
bile e farmaco-resistente.

Materiali e Metodi. Come modello cellulare è stata utilizzata una linea 
di melanoma umano sensibile (M14 WT) e la sua variante farmacore-
sistente (M14 ADR) caratterizzata da un’aumentata espressione della 
P-glicopreina. 
Per studiare gli effetti e il meccanismo di azione del TTO e del terpi-
nen-4-olo sono stati utilizzati test MTT, microscopia a scansione, citome-
tria a flusso, test del ciclo cellulare, microscopia confocale a scansione 
laser (LSCM), ‘transwell chamber invasion assay’, analisi morfometrica, 
‘western blotting’, modelli di membrana (film di Langmuir-Blodgett) e 
‘freeze-fracturing’. 

Risultati. Gli studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che 
il TTO e il suo componente attivo, il terpinen-4-olo, hanno una potente 
attività citotossica e inibitoria dei processi di invasione tumorale delle 
cellule di melanoma. In particolare, abbiamo dimostrato che il TTO è in 
grado di superare la resistenza all’apoptosi, mediata dalla P-glicoprotei-
na, inducendo apoptosi caspasi-dipendente (2). Inoltre, inibisce la migra-
zione e l’invasione soprattutto nelle cellule farmacoresistenti, inducendo 
gravi danni della membrana plasmatica con conseguente inibizione della 
fosforilazione delle proteine ERM e delle MAP Kinasi (3). Studi biofisici 
ultrastrutturali hanno permesso di dimostrare che il TTO esplica la sua 
attività citotossica, chemiosensibilizzante e inibitoria dei meccanismi di 
invasione delle cellule tumorali farmacoresistenti mediante l’interazione 
preferenziale con lo strato fosfolipidico delle membrane cellulari (4). In-
fine, l’analisi del citoscheletro mediante LSCM ha evidenziato una chiara 
azione, sia dell’olio essenziale che del suo principale componente attivo, 
sull’organizzazione dei tre elementi citoscheletrici, actina, tubulina e vi-
mentina (5).

Discussione e Conclusioni. I risultati qui riportati dimostrano che TTO 
e terpinen-4-olo, oltre a superare la resistenza all’apoptosi delle cellule 
M14 ADR, sono in grado di influenzare il comportamento aggressivo del-

le cellule di melanoma resistenti ai farmaci. Come dimostrato dagli studi 
biofisici ultrastrutturali, tale effetto viene mediato dall’interazione del TTO 
con la membrana plasmatica delle cellule di melanoma, causando un’al-
terazione dell’ambiente fosfolipidico che porterebbe alla disattivazione dei 
segnali (ERK1/2 e p38 MAPK) e delle proteine ezrina, radixina e miosina, 
regolanti l’invasione e la sopravvivenza delle cellule di melanoma. Lo stu-
dio mediante LSCM ha indicato chiaramente il citoscheletro come ulteriore 
bersaglio del TTO e del terpinen-4-olo. Sorprendentemente, le alterazioni 
citoscheletriche osservate su actina, microtubuli e vimentina sono appar-
se localizzate in precise strutture della rete citoscheletrica, ovvero fibre di 
stress di actina, gabbia perinucleare di tubulina e l’architettura dei filamenti 
intermedi di vimentina. Nelle nostre condizioni sperimentali, i filamenti in-
termedi di vimentina sembrano essere l’elemento citoscheletrico maggior-
mente influenzato dai trattamenti. Le proteine   reticolanti (che collegano i 
filamenti intermedi ad alle altre reti di proteine citoscheletriche) potrebbero 
svolgere un ruolo nel meccanismo d’azione del TTO, ma ulteriori studi sono 
necessari per approfondire meglio questo argomento.

Bibliografia 
(1) Kalal B.S., Upadhya D., Pai V.R. (2017) - ”Chemotherapy Resistance Mechanisms 
in Advanced  Skin  Cancer. Oncol. Rev., 24: 11. “https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/28382191/
(2) Calcabrini A., Stringaro A., Toccacieli L., Meschini S., Marra M., Colone M., et al 
(2004) - Terpinen-4-ol, the main component of Melaleuca alternifolia (tea tree) oil 
inhibits the in vitro growth of human melanoma cells. J. Invest. Dermatol., 122: 349-60. 
 (3) Bozzuto G., Colone M., Toccacieli L., Stringaro A., Molinari A. (2011) - Tea tree oil 
might combat melanoma. Planta Med., 77: 54-6.
 (4) Giordani C., Molinari A., Toccacieli L., Calcabrini A., Stringaro A., Chistolini P., et al. 
(2006) - Interaction of tea tree oil with model and cellular membranes. J. Med. Chem., 
49: 4581-8.
(5) Bozzuto G., Mariano F., Costa I., Calcabrini A., Molinari A. (2021) - Tea tree oil and 
terpinen-4-ol induce cytoskeletal reorganization of human melanoma cells. Planta Med. 
Int. Open, 8: e34-e53.

Parole chiave. Melanoma, Invasione, Tea tree oil, Terpinen-4-olo

BASI RAZIONALI PER IL TRASFERIMENTO IN CLINICA 
DELL’OLIO ESSENZIALE DI BERGAMOTTO

D. Scuteri1,2, G. Bagetta1

1Unità di Documentazione e Trasferimento Farmacotecnologico, Farmacologia Preclinica 
e Translazionale, Dipartimento di Farmacia, Scienze della Salute e della Nutrizione, 
Università della Calabria, Rende, Cosenza, Italia
2Centro di Riferimento Regionale per le gravi cerebrolesioni, Istituto S. Anna, Crotone, 
Italia
e.mail: damiana.scuteri@unical.it

Introduzione. Circa 55 milioni di persone al mondo soffrono di demenza, 
spesso accompagnata da agitazione. Uno dei principali trigger di que-
sto sintomo neuropsichiatrico particolarmente severo è il dolore, non 
diagnosticato e trattato a causa della ridotta capacità di self-report. La 
terapia prevede l’uso di neurolettici che raddoppiano il rischio di morte 
(1). Poiché l’olio essenziale di bergamotto (Citrus bergamia, Risso & et 
Poiteau; BEO) ha dimostrato forte evidenza preclinica di efficacia anal-
gesica, l’obiettivo del presente studio è fornire il razionale per la trasla-
zione clinica della sua forma ingegnerizzata (NanoBEO) nel trattamento 
dell’agitazione.

Materiali e Metodi. NanoBEO è ottenuto mediante incapsulazione del 
BEO in nanoparticelle solide lipidiche per il delivery dell’olio essenzia-
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le, privato delle furocumarine responsabili di fototossicità, nella forma 
farmaceutica di una crema per somministrazione transdermica erogata 
mediante dispenser airless. 

Risultati. Il NanoBEO consente di: 1) somministrare una dose certa e 
stabile nel tempo del fitocomplesso titolato nei componenti principali; 2) 
proteggere l’olio essenziale dall’instabilità chimico-fisica; 3) assicurare 
un’elevata shelf-life; 3) intrappolare l’odore, rendendo la formulazione 
indistinguibile dal placebo e garantendo il doppio cieco per la prima vol-
ta. NanoBEO è risultato efficace in modelli sperimentali rilevanti per il 
setting clinico (2).

Discussione e Conclusioni. L’efficacia clinica del NanoBEO, brevet-
tato in Italia ed in fase Regionale Europea, è in studio nel trial clinico 
BRAINAID (NCT04321889), privo dei bias metodologici dell’aromaterapia 
(3). Lo sviluppo del NanoBEO come primo trattamento needs-oriented, 
sicuro ed efficace per lungo periodo rappresenta uno step-by-step pre-
clinical-to-clinical pathway per lo studio traslazionale e clinico degli oli 
essenziali (4).
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Introduzione. Il crescente interesse per i composti naturali, con 
particolare attenzione agli oli essenziali (OE) per le loro proprietà 

terapeutiche (attività antiossidanti, antinfiammatorie, antimicrobiche, 
cicatrizzanti e ansiolitiche) (1) ha stimolato lo sviluppo di strategie che 
ne consentano l’utilizzo in campo farmaceutico superando inconvenienti 
quali: idrofobicità, instabilità, elevata volatilità e tossicità. I sistemi 
di “drug delivery” consentono di incapsulare l’OE aumentandone la 
biodisponibilità e la stabilità, riducendone al contempo volatilità e 
tossicità (1). Una delle strategie più promettenti è rappresentata dall’uso 
di carrier lipidici nanostrutturati (NLC), in cui l’OE può essere utilizzato 
come olio liquido in miscela con il lipide solido selezionato per ottenere 
una sospensione colloidale (2,3). Nell’ambito di questo studio sono state 
progettate, preparate e caratterizzate NLC per la somministrazione 
intranasale di OE come agenti ansiolitici e antidepressivi nel trattamento 
di malattie neurodegenerative.

Materiali e Metodi. Le NLC caricate con OE (Lavandula x intermedia 
“Sumian”, Rosmarinus officinalis L. e Mentha piperita) sono state 
preparate sfruttando la temperatura di inversione di fase (1). Il Tegosoft 
CT è stato utilizzato per ottenere il controllo positivo CT-NLC, l’olio di 
Neem è stato scelto come controllo negativo negli studi di vitalità 
cellulare (N-NLC). Tutte le NLC sono state caratterizzate per determinare 
la dimensione media delle particelle, l’indice di polidispersione, il 
potenziale zeta, l’efficienza di incapsulazione dell’OE, la morfologia 
mediante Microscopia Elettronica a Trasmissione (TEM), raggi x e la 
biocompatibilità mediante studi in vitro (test MTT, CLSM, Western Blot) 
su fibroblasti umani e murini. 

Risultati e Discussione. Le NLC di controllo (CT-NLC e N-NLC) avevano 
una dimensione media delle particelle compresa nell’intervallo 250-
350 nm con bassa omogeneità (Fig. 1). La presenza di uno dei tre OE 
selezionati ha permesso di ottenere particelle di dimensioni più piccole 
(~150 nm) con un unico picco di distribuzione dimensionale (Fig. 1). Tutte 
le NLC hanno mostrato valori ZP negativi, che favorirebbero le repulsioni 
elettrostatiche e quindi la stabilità a lungo termine. Le sospensioni 
colloidali presentavano una buona EE% di OE incapsulato (65-75%) 
che diminuiva nel seguente ordine: L-NLC>M-NLC≥R-NLC. Al fine di 
approfondire le diverse caratteristiche delle NLC preparate rispetto alla 
natura dell’olio incorporato, sono stati eseguiti ulteriori studi chimico-
fisici sfruttando la diffrazione di raggi X e la TEM. I valori di cristallinità 
ottenuti hanno mostrato la presenza di un sistema disordinato 
quando veniva utilizzato il Tegosoft CT. Tra tutte le formulazioni, quelle 
preparate con OE di Lavandula e Rosmarinus mostravano una struttura 
più ordinata, così come confermato dalla maggiore percentuale di 
cristallinità. È interessante notare che le immagini TEM hanno mostrato 
un diverso comportamento di ciascun OE all’interno della formulazione, 
determinando così la formazione di diverse strutture. La Figura 2 riporta 
le immagini TEM di CT-NLC, N-NLC e L-NLC. In particolare, CT-NLC 
(Fig. 2 a,b) mostra una disposizione molto irregolare di nanoparticelle, 
con un nucleo oleoso centrale e un guscio spesso. N-NLC (Fig. 2 c,d) e 
M-NLC (dato non riportato) mostrano la presenza di un debole nucleo 
oleoso centrale circondato dagli strati solidi di lipidi e tensioattivi. 
D’altra parte, L-NLC (Fig. 2 e,f) e R-NLC (dato non riportato) mostrano 
una struttura caratterizzata dalla presenza di goccioline oleose disperse 
nella matrice lipidica solida. È possibile che la capacità di Lavandula 
e Rosmarinus di creare imperfezioni nella matrice delle NLC influisca 
anche sulla struttura delle nanoparticelle, migliorandone l’ordine e, di 
conseguenza, la stabilità durante la conservazione, probabilmente a 
causa della loro composizione caratterizzata da un’elevata quantità di 
linalolo. Come riportato in Figura 3a e 3b, la formulazione di controllo 
CT-NLC, non determinava citotossicità a tutte le concentrazioni testate, 
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Figura 1. Diametro medio delle particelle 
(Zave), indice di polidispersione (PDI) e 
potenziale zeta (ZP) delle NLC analizzate 24 
ore dopo la preparazione.

Figura 2. Im-
magini TEM 
(Microscopio 
Elettronico a 
Trasmissione) 
di: CT-NLC 
(a,b); N-NLC 
(c,d); L-NLC 
(e,f).

Figura	3	(a,b).		Percentuale	di	vitalità	cellulare	dei	fibroblasti	murini	
(a) e umani (b) trattati per 24 ore con NLC caricate con OE di 
lavanda (L-NLC), menta (M-NLC) e rosmarino (R-NLC), rispetto alle 
NLC non caricate (CT-NLC) e N-NLC, utilizzate rispettivamente come 
controllo positivo e negativo.

mentre come atteso il sistema N-NLC mostrava un significativo effetto 
citotossico sui fibroblasti umani alla concentrazione più elevata (500 μg/
mL) (Fig. 3b). È interessante osservare che L-NLC e R-NLC, caratterizzati 
da una struttura di tipo I, presentavano una buona citocompatibilità a 
tutte le concentrazioni testate (Fig. 3), confermando così l’aumentata 
biocompatibilità dell’OE incapsulato rispetto a quello libero, come 
descritto in precedenza (1).

Conclusioni. Sulla base dei risultati ottenuti, è possibile considerare le 
formulazioni NLC preparate con OE di Lavandula e Rosmarinus come 
potenziale valida strategia coadiuvante nel trattamento delle patologie 
neurodegenerative.
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Introduzione. La conservazione e il restauro dei Beni Culturali (BC) 
comporta la potenziale esposizione a fattori di rischio per la salute 
dei lavoratori e per l’ambiente. Il lavoro proposto affronta questa 
problematica, ponendo le basi per un trattamento sostenibile basato 
sui principi della Chimica Verde per la conservazione dei BC di origine 
lignea colpiti dal biodeterioramento. L’impianto metodologico proposto, 
incentrato su una “conservazione sostenibile”, ha lo scopo di presentare 
i seguenti temi: i biocidi di origine naturale ed i nanomateriali. 
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Figura 1. Provini di legno (Fagus sylvatica)	artificialmente	colonizzati	con	
Aspergillus niger. (a) Provino non trattato con nanoparticelle, (b) detta-
glio del provino non trattato con nanoparticelle, (c) provino trattato con 
nanoparticelle ChNPs-Pu, (d) dettaglio del provino trattato con nanopar-
ticelle di ChNPs-Pu.

Materiali e Metodi. Tra i biocidi di origine naturale gli oli essenziali 
(OE), e le loro componenti maggioritarie (o principi attivi), stanno 
attirando l’attenzione dei ricercatori in virtù delle loro ben note proprietà 
antimicrobiche e della loro ridotta tossicità, paragonata a quella dei 
biocidi comunemente utilizzati. Tra questi, sono stati selezionati l’OE 
di Calamintha nepeta (L.) Savi ed il suo componente maggioritario, l’R-
(+)-pulegone (Pu), i quali hanno già dimostrato proprietà biocide nei 
confronti di numerosi microrganismi (1), alcuni dei quali responsabili 
del biodeterioramento del legno. Per la veicolazione di tali sostanze sulle 
superfici lignee, è stata adottata una procedura di incapsulamento che 
prevede l’utilizzo del chitosano (Ch), un polisaccaride naturale atossico, 
biocompatibile e biodegradabile, derivante dalla deacetilazione della 
chitina, in grado di formare delle nanoparticelle e dei nano-carriers 
tramite gelificazione ionica, un processo di sintesi che non prevede 
l’impiego di reticolanti o altri reagenti tossici. Inoltre, il chitosano, è stato 
già considerato come prodotto consolidante per la conservazione del 
legno archeologico (2). In questo caso, è stato utilizzato del chitosano 
a basso peso molecolare (PM: 50 – 190 kDa, grado di deacetilazione 
≥ 75%). La procedura sperimentale ha previsto, inizialmente, la sintesi 
delle nanoparticelle caricate con pulegone (ChNPs-Pu) a diversi 
rapporti Ch:Pu (1:0; 1:0.25; 1:0.5; 1:1) e la loro caratterizzazione 
morfologica tramite diverse tecniche analitiche (DLS, spettroscopia 
FTIR, microscopia SEM). L’attività biocida delle singole sostanze (Pu, 
Ch, ChNPs-Pu) è stata valutata tramite Multiwell Assay (MA, 96 well 
plate, spettrofotometro 620 nm) in presenza del fungo filamentoso 
Aspergillus niger, uno tra i maggiori responsabili del fenomeno della 
carie soffice del legno e del suo degrado. 

Risultati, Discussione e Conclusioni. Il MA ha mostrato l’attività biocida 
dei diversi trattamenti (Pu, Ch, ChNPs-Pu) a diverse concentrazioni (da 
3 a 0,093 mg/mL) evidenziando il trattamento con ChNPs-Pu a basse 
concentrazioni risulta più efficace rispetto alle singole sostanze. Le 
nanoparticelle di ChNPs-Pu sono state applicate su provini lignei (Fig. 
1) mostrando la capacità antimicrobica. La sperimentazione prevede il 
trattamento con nanoparticelle di campioni lignei con diverso grado e 
tipologia di colonizzazione biologica. 
L’effetto antimicrobico delle nanoparticelle sarà valutato mediante 
diverse metodologie, come saggi colorimetrici, misurazioni della 
colonizzazione di A. niger e relativa vitalità. Inoltre, le stesse applicazioni 
e valutazioni verranno fatte utilizzando l’OE di C. nepeta, per valutare se 
la presenza del Pu influenza le proprietà biocide dell’olio essenziale e 
se la composizione chimica eterogenea di quest’ultimo produce effetti 
positivi o negativi nei confronti del microrganismo studiato.
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Introduzione. Gli oli essenziali (OE) sono costituiti da un’ampia 
selezione di molecole che ne consentono l’applicazione in molteplici 
settori: in quello farmaceutico, alimentare, cosmetico e agricolo. 
L’obiettivo di questo lavoro è quello di utilizzare OE ad attività 
antimicrobica al fine di “biostabilizzare” le numerose popolazioni 
microbiche, anche antibiotico resistenti, presenti nel compost, le 
quali possono essere causa sia di cattivo odore che di patogenicità 
(1). 
È necessario quindi rendere il compost microbiologicamente 
sicuro attraverso un trattamento con additivi di origine naturale, 
biocompatibili, sicuri ed efficaci come gli OE. Questi però, sono 
particolarmente sensibili all’ossigeno, alla luce, al pH, all’umidità ed 
inoltre contengono molecole volatili anche a temperatura ambiente 
e ciò ne limita l’uso (2). Per questi motivi molte ricerche si sono 
concentrate sulla veicolazione di OE, ad esempio in Nanoemulsioni 
(NE) anche per agevolarne l’assorbimento da matrici acquose e 
per ottenere un rilascio prolungato e costante dell’OE nel tempo. In 
questo lavoro, sono state preparate e caratterizzate NE da nebulizzare 
sul compost, formate da OE di Thymus vulgaris (TEO), scelto per la 
sua significativa azione antiossidante, antisettica, antimicrobica e 
antifungina e per il suo caratteristico odore (3).

Materiali e Metodi. Sono stati costruiti differenti diagrammi di fase 
ternari (Fig. 1) per individuare i migliori rapporti tra OE, tensioattivo 
e acqua al fine di formulare NE stabili nel tempo, idonee per 
l’applicazione proposta e che avessero il minor quantitativo di 
tensioattivo possibile. Le formulazioni selezionate (Tab. 1) sono state 
poi caratterizzate in termini di diametro idrodinamico, potenziale ζ e 
indice di polidispersione (PDI) utilizzando il Malvern ZetaSizerNano 90S 
(Tab. 2). Sono stati effettuati studi di stabilità a differenti temperature, 
pH e percentuali di umidità per simulare le condizioni delle camere di 
compostaggio. È stata valutata la resistenza alla nebulizzazione. 
Infine, per indagare come le 3 diverse composizioni selezionate 
potessero influenzare il rilascio dei componenti dell’OE, è stato 
valutato il rilascio sia della frazione non volatile in una matrice 
acquosa, sia di quella volatile tramite SPME-GC-MS.

Risultati e Discussione. Sono state quindi selezionate 3 formulazioni 
(Tab. 1), che risultano essere stabili nel tempo (Fig. 2) e resistenti al 
processo di nebulizzazione. Infine, è stato confermato il rilascio nel 
tempo dei componenti dell’OE.
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Figura 1. 
Diagrammi 
ternari di 
fase: zona di 
omogeneità 
(area blu), 
zona di non 
omogeneità 
(area grigia)

Tabella 1. Composizione quali-quantitativa dei campioni selezionati.
TT80 (olio essenziale di Timo + Tween80 + acqua), TNT80 (olio 
essenziale di Timo + olio di Neem + Tween80 + acqua), TL (olio essen-
ziale di Timo + Lecitina di Soia + acqua)

Tabella 2. Risultati ottenuti tramite Dynamic Light Scattering.
TT80 (olio essenziale di Timo + Tween80 + acqua), TNT80 (olio 
essenziale di Timo + olio di Neem + Tween80 + acqua), TL (olio 
essenziale di Timo + Lecitina di Soia + acqua)

Figura	2.	Studi	di	stabilità	condotti	a	4	e	25	°C	per	3	mesi,	valutando	
le variazioni di dimensione e potenziale z dei campioni.

Conclusioni. La caratterizzazione di questi campioni ha confermato 
che le NE sono uno strumento efficiente ed ecologico da nebulizzare 
sul compost per testarne l’impiego nella biostabilizzazione del compost.
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Introduzione. La crisi pandemica ha suscitato grande interesse 
per i farmaci antivirali, e gli olii essenziali sono apparsi subito come 
promettenti, dato che i dati esistenti suggeriscono effetti virucidi e 
negli ultimi anni il numero di studi a loro dedicati è aumentato molto. 
Al momento della nostra indagine mancava ancora un’analisi stringente 
di questi studi. Questo ci ha convinti della necessità di valutare la loro 
efficacia ed i loro meccanismi d’azione.

Materiali e Metodi. Per arrivare a questo obiettivo abbiamo effettuato 
una revisione sistematica dei dati di grande apertura dei dati negli studi 
umani, su modelli animali e di tipo meccanicistico, fornendo una sintesi 
qualitativa completa dell’attuale corpo di conoscenze. Abbiamo seguito 
le linee guida dello “Handbook for Conducting Systematic Reviews for 
Health Effects Evaluations” (1) per identificare gli studi, applicare criteri 
di inclusione ed esclusione, estrarre i dati dagli studi pertinenti, valutare il 
rischio di bias dei singoli studi e sintetizzare i risultati.  Abbiamo utilizzato 
7 banche dati (ISI Web of Science, PubMed, EMBASE, Scopus, Google 
Scholar, CINHAL, Cochrane Library) per estrarre dati fino al 5 maggio 2020 
usando i parametri PECO (2), senza restrizioni sulla data di pubblicazione o 
sugli idiomi, escludendo studi su composti isolati o su miscele.

Risultati preliminari. Sono stati testati poco più di 100 olii essenziali, 
su 27 virus, con maggior efficacia sui virus con pericapside rispetto a 
quelli senza. I dati preliminari sugli Herpes Simplex Virus indicano che 
Leptospermum scoparium, Santolina insularis, Matricaria recutita hanno 
elevata efficacia [0,3-0,96 μg/ml] e Specificity Index [100-160] su HSV-1, 
e che Leptospermum scoparium, Melissa offficinalis e Zingiber officinale 
hanno efficacia elevata [0,59-1,00 μg/ml] e Specificity Index medio 
[20] su HSV-2. Per quanto riguarda i virus vegetali, gli olii essenziali 
più interessanti sono quelli di Mentha x piperita e Zingiber officinale 
(su Tobacco necrosis virus), e Thymus spp. e Foeniculum vulgare (su 
Cucumber mosaic virus).



48 t natural 1   giugno 2023

Bibliografia
(1) OHAT (Office of Health Assessment and Translation) (2019) - Handbook for Conducting 
a Literature-Based Health Assessment Using OHAT Approach for Systematic Review 
and Evidence Integration. Available from https://ntp.niehs.nih.gov/go/ohathandbook. 
Date of access: 23/03/2023.
(2) Morgan R.L., Thayer K.A., Bero L., Bruce N., Falck-Ytter Y., Ghersi D., Guyatt G., 
Hooijmans C., Langendam M., Mandrioli D. et al. (2016) - “GRADE: Assessing the quality 
of evidence in environmental and occupational health”. Environ. Int., 92-93: 611-616.

Parole chiave. Essential oils, Virus, Systematic Review

EFFETTI BENEFICI DI COLTURE DI LACTOBACILLUS 
HELVETICUS ARRICCHITE DI POLIFENOLI (OTTENUTI DA 

SCARTI DELL’IDRODISTILLAZIONE) SULLA CRESCITA 
INTESTINALE DI CANDIDA ALBICANS

S. Rizzo1*, M. Di Vito1*, P. Mattarelli2, V. Greco3,4, R. Rosato1, 
M. Sanguinetti1,5, E. Napoli6*, F. Bugli1,5*

1Dipartimento di Scienze Biotecnologiche di Base, Cliniche Intensivologiche e 
Perioperatorie, Università Cattolica del Sacro Cuore, Roma, Italia
2Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agro-Alimentari-DIST, Università di Bologna, 
Bologna, Italia
3Dipartimento di Scienze Biotecnologiche di Base, Cliniche Intensivologiche e 
Perioperatorie, Università Cattolica del Sacro Cuore, Roma, Italia
4Dipartimento di Scienze di Laboratorio e Infettivologiche, Unità di Chimica, Biochimica 
e Biologia molecolare clinica, Fondazione Policlinico Universitario “A. Gemelli” IRCCS, 
Roma, Italia
5Dipartimento di Scienze di Laboratorio e Infettivologiche, Fondazione Policlinico 
Universitario “A. Gemelli” IRCCS, Roma, Italia
6Istituto di Chimica Biomolecolare, Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR), Catania, 
Italia
*Stesso contributo
e.mail: silvia.rizzo@unicatt.it

Introduzione. Candida albicans (CA) è un patogeno opportunista, 
membro commensale del microbiota intestinale. Tuttavia, specifiche 
condizioni fisiopatologiche possono predisporre a infezioni da CA invasive, 
per lo più nosocomiali (1). I probiotici, come il Lactobacillus helveticus (LH), 
sono noti per i loro continui effetti benefici sul sistema gastrointestinale 
umano (2). I polifenoli (PP) sono molecole del metabolismo vegetale 
secondario individuate anche nell’acqua residua (RW, diversa dagli 
idrolati) presente nel serbatoio del distillatore al termine del processo di 
idrodistillazione usata per la produzione di oli essenziali (OE). Essi, oltre 
ad avere proprietà antiossidanti e antinfiammatorie, interagiscono con il 
metabolismo microbico, esercitando effetti sulla salute attraverso i relativi 
derivati metabolici (3). Questo studio mira ad indagare l’effetto interferente 
esercitato da LH e/o PP nella modulazione della crescita di CA.

Materiali e Metodi. Il contenuto principale di PP nel RW liofilizzato ottenuto 
dall’idrodistillazione di Origanum vulgare è stato valutato mediante HPLC. 
Sono state ottenute le curve di crescita di 24 ore di LH e CA in presenza o 
in assenza di PP (0,25 - 4 mg/ml). La CA è stata co-coltivata con diluizioni 
LH e PP o con il surnatante di LH coltivato in presenza di PP e sono state 
valutate le relative ufc/ml. Il contenuto di secretoma di LH in presenza e 
in assenza di PP è stato studiato attraverso analisi biochimiche. Infine, 
la tossicità dei PP è stata testata sia in vitro su cellule Caco-2 mediante 
saggio MTT che in vivo su larve di lepidottero Galleria mellonella.

Risultati. Il 20% del peso secco del RW liofilizzato è costituito da PP, tra 
cui l’acido rosmarinico è quello più rappresentato. Dalle curve di crescita 
emerge che in seguito a trattamento con PP a concentrazioni pari a 0,25-
0,5 mg/ml la crescita di LH, nella fase stazionaria, è stimolata di circa il 
30% rispetto al controllo di crescita di LH non trattato. Lo stesso effetto 
non si osserva su CA, la cui crescita non è influenzata dal trattamento 

con PP. Dalla conta delle ufc/ml dalla co-coltura di CA con LH e PP e CA 
con surnatante di LH e PP emerge che la crescita di CA risulta essere 
dimezzata in entrambe le condizioni, rispetto al controllo di CA senza 
alcun trattamento. Sia in vitro che in vivo i PP non presentano tossicità alle 
concentrazioni testate. 

Discussione e Conclusioni. Sebbene gli antifungini convenzionali siano 
spesso efficaci contro la candidosi, non sono privi di effetti collaterali e 
il loro uso reiterato sta generando resistenze (4). I dati ottenuti indicano 
che LH potrebbe rappresentare una risorsa nel trattamento e nella 
prevenzione di infezioni e disbiosi. Infatti, il trattamento con PP e LH 
inibisce in maniera significativa la crescita di CA sia mediante inibizione 
da contatto che con l’azione del secretoma.
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Introduzione. L’olio essenziale è una miscela di composti aromatici volatili 
estratti dalle piante. Molte piante producono oli essenziali con proprietà 
antimicrobiche, ovvero la capacità di uccidere o inibire la crescita di 
microrganismi patogeni come batteri, funghi e virus. Il recente aumento 
dei batteri multi-resistenti ai farmaci a livello globale richiede più opzioni 
preventive e terapeutiche rispetto ai farmaci convenzionali. Numerosi studi 
hanno analizzato l’attività antimicrobica degli oli essenziali (OE) e il loro 
potenziale utilizzo come terapie alternative o complementari agli agenti 
antimicrobici convenzionali. Gli oli essenziali sono risultati efficaci contro 
vari microrganismi, compresi i ceppi resistenti agli antibiotici, e possono 
essere utili nella prevenzione e nel trattamento delle infezioni. L’obiettivo 
di questo studio è stato quello di valutare l’attività antimicrobica in vitro di 
diversi oli essenziali nei confronti di diversi microrganismi.

Materiali e Metodi. Diversi oli essenziali tra cui Citrus limon, Canapa sativa, 
Verbenone, Eugenia caryophyllata, Salvia officinalis, Gaultheria procumbens, 
Eucalyptus globulus, Basilicum spp. Alpha-pinene, Citrus bergamia, 
Syzygium aromaticum, Thymus serpillum albus, Cymbopogon martinii e 
Linalool sono stati testati per la determinazione dell’attività antimicrobica, 
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Tabella 1. Attività antimicrobica [MIC/MBC (% v/v)] degli oli essenziali contro vari 
microrganismi

in cui sono stati selezionati i seguenti microrganismi: 
Escherichia coli (E. coli), Acinetobacter baumanni resistente 
ai carbapenemi (CR-Ab), Klebsiella pneumoniae resistente 
ai carbapenemi (CR-Kp), Pseudomonas aeruginosa 
resistente ai carbapenemi (CR-Pa), Staphylococcus aureus 
resistente alla meticillina (MRSA), Staphylococcus aureus 
sensibile alla meticillina (MSSA) e Candida albicans (C. 
albicans). Gli OE sono stati inizialmente disciolti in acqua 
per ottenere una completa solubilizzazione. L’attività 
antimicrobica è stata valutata in termini di Concentrazione 
Minime Inibente (MIC) e Concentrazione Minime Battericida 
(MBC), mediante il metodo della macro-diluizione in brodo. 
La MIC è stata definita come la concentrazione più bassa 
di OE che ha inibito completamente la crescita visibile, 
mentre l’attività battericida è stata definita come riduzione 
≥3-log10 CFU/mL della conta batterica iniziale dopo 24 ore 
di incubazione. L’inoculo finale utilizzato era ~5 × 10⁵ CFU/
mL. Le concentrazioni sono state dal 5% allo 0,03% per 
gli OE. 

Risultati. I valori di MIC e MBC sono riportati nella tabella 1, 
in cui 6/15 (40%) degli OE hanno mostrato inibire la crescita 
con un valore di MIC ≤0,03% v/v contro CR-Ab, 6/15 (40%) 
contro E. coli, 4/15 (26,6%) contro CR-Kp, 1/15 (6,6%) 
contro CR-Pa, 3/15 (20%) contro MRSA, 7/15 (46,6%) 
contro C. albicans, 4/15 (26,6%) contro MSSA. L’olio 
essenziale di Canapa sativa ha dimostrato un’inibizione 
della crescita con un valore di MIC >5 % v/v contro tutti i 
microrganismi.

Discussione e Conclusioni. I nostri risultati mostrano che 
gli OE sono altamente efficaci e potrebbero svolgere un ruolo 
importante nel contrastare il fenomeno dell’antibiotico-
resistenza grazie alle sue proprietà antimicrobiche. 
Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per comprendere 
completamente il loro potenziale come agenti antimicrobici 
e per valutare la loro efficacia in diversi contesti.
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Introduzione. Gli oli essenziali (OE) sono sostanze volatili 
e profumate, di consistenza oleosa, prodotte tipicamente 
dalle piante (1). Nel corso degli anni, essi sono stati 
ampiamente studiati per le loro proprietà farmacologiche, 
tra cui emergono quelle antimicotiche, antibatteriche ed 
antivirali. A causa dello scenario globale della resistenza 
agli antibiotici, negli ultimi anni la ricerca si è concentrata 
sull’esplorazione di nuovi approcci economici e specifici 
contro le patologie infettive. Sulla base di queste evidenze, 

continuando il lavoro svolto in passato dal gruppo di ricerca, (2) lo scopo del presente studio 
è stato l’esplorazione degli effetti antimicrobici derivanti dalla sinergia tra alcuni oli essenziali 
(tra cui Cinnamomum verum L., Origanum volgare, Thymus vulgaris) e la sertralina, noto 
inibitore selettivo della ricaptazione della serotonina, i cui effetti antibatterici ed antifungini 
sono stati esplorati con risultati incoraggianti. Inoltre, abbiamo valutato l’attività anti-biofilm 
di tali combinazioni sinergiche. 

Materiali e Metodi. La composizione chimica degli oli essenziali è stata determinata 
mediante analisi GC/MS. Gli effetti in vitro delle summenzionate combinazioni sinergiche 
sono stati valutati attraverso la metodica del “checkerboard assay” nei confronti di un 
panel di ceppi fungini e batterici (sia gram-positivi che gram-negativi). La capacità delle 
combinazioni sinergiche di ridurre la formazione del biofilm è stata invece valutata mediante 
la metodica dell’“XTT”. 

Risultati. I valori di Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) per l’associazione sono 
compresi nell’intervallo 0.08-0.43. Inoltre, il valore di MIC per la sertralina, quando usata in 
associazione, è diminuita anche di 30 volte rispetto al suo valore quando impiegata da sola.

Discussione. Gli interessanti risultati preliminari ottenuti hanno suggerito un effetto 
sinergico (valore di FICI < 0.5) della sertralina in combinazione con gli oli essenziali 
impiegati. In effetti, è evidente una riduzione significativa della concentrazione di sertralina 
quando utilizzata in combinazione con gli oli essenziali per tutti i ceppi testati. Il meccanismo 
d’azione è plausibilmente multifattoriale, derivando dalla presenza di composti attivi 
fondamentali negli oli essenziali che agiscono in associazione con la sertralina. 

Conclusioni. Gli incoraggianti risultati ottenuti potrebbero rappresentare la base per una 
nuova e promettente strategia per il riposizionamento del noto farmaco antidepressivo e 
per lo sviluppo di combinazioni di farmaci e prodotti naturali sicuri per la cura delle infezioni 
causate da patogeni ormai resistenti alle convenzionali terapie.
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Introduzione. Candida auris è un patogeno emergente particolarmente 
attenzionato a livello mondiale in quanto resistente ai principali farmaci 
antifungini. Viene spesso identificato dalle analisi di routine in maniera 
erronea, genera focolai tra pazienti ospedalizzati ed è resistente 
ai disinfettanti di utilizzo comune (1). In questo lavoro sono state 
messe a confronto le proprietà antifungine dell’olio essenziale (OE) di 
Cinnamomum zeylanicum (OE-CZ) e di Cinnamomum cassia (OE-CC) (2-
3) verso C. auris.

Materiali e Metodi. Mediante la tecnica di micro-brodo diluizione sono 
state valutate le minime concentrazioni inibenti (MIC) degli oli essenziali 
di OE-CZ, OE-CC e di tre frazioni (FR1-2-3) ottenute a partire da OE-
CZ nei confronti di 10 ceppi clinici di C. auris derivanti da emocolture. 
Mediante GC-MS associata a spazio di testa è stata valutata la qualità 
chimica dei due OE. La tossicità e l’efficacia di OE-CZ ed OE-CC sono 
state testate in vivo sul modello larvale di Galleria mellonella. Il metodo 
di titolazione a scacchiera è stato usato per valutare la sinergia tra OE-CZ 
o OE-CC con il fluconazolo. 

Risultati. L’OE-CZ, la relativa frazione FR2 e l’OE-CC sono risultati 
efficaci (MIC90EO-CZ/FR2=0,06% v/v; MFC90 EO-CZ/FR2=0,06% v/v e MIC90OE-

CC=0,01% v/v; MFC90 OE-CC =0,01% v/v). Tutti i ceppi di C. auris mostrano 
resistenza al fluconazolo (MIC>1024 μg/ml). Diversamente da CC-EO, 
solo OE-CZ e FR2 mostrano sinergia con il fluconazolo (FIC = 0,26 ± 
0,14). Un confronto della composizione chimica tra OE-CZ, FR2 e OE-CC 
è stato utilizzato per indagare i potenziali principi attivi coinvolti nella 
sinergia individuando nei primi due la presenza aggiuntiva di cinnamil-
acetato (5,5%). In vivo, nessuna concentrazione di OE-CZ o OE-CC 
testata è risultata tossica e l’efficacia migliore era data dalla sinergia 
individuata in vitro (fluconazolo 2,5 μg/mL + OE-CZ 0,002% v/v). 
Discussione e Conclusioni. I dati in vitro indicano l’efficacia antifungina di 
entrambi gli OE e della FR2 nei confronti di C. auris, ma individuano come 
sinergici con il fluconazolo il solo OE-CZ e FR2. I dati in vivo indicano 
la sicurezza d’uso delle concentrazioni testate e confermano l’azione 

sinergica tra OE-CZ e fluconazolo. Lo studio del fitocomplesso dei due OE 
e di FR2 indica che la sinergia è probabilmente dovuta alla presenza di 
componenti come il cinnamil-acetato, che risulta assente nell’OE-CC. Se 
i futuri studi confermeranno quanto osservato, il principale componente 
del fitocomplesso (cinnamaldeide) e il minore componente (cinnamil-
acetato) sono responsabili rispettivamente dell’azione antimicotica e del 
comportamento sinergico con il fluconazolo e potranno essere sfruttati, 
da soli o nel fitocomplesso, per la lotta contro C. auris.
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Introduzione. I microrganismi patogeni ambientali resistenti sono una 
delle maggiori minacce per la salute umana. L’efficacia antimicrobica 
degli oli essenziali (OEs) e delle loro componenti volatili risultano 
importanti per combattere l’antibiotico resistenza e migliorare il controllo 
microbico ambientale. L’obbiettivo dello studio è quello di valutare 
l’efficacia di singoli OE e di un mix di questi per il controllo della crescita 
batterica, fungina e virale di ceppi ambientali nosocomiali. 

Materiali e Metodi. 15 OEs sono stati testati contro tre ceppi 
batterici resistenti agli antibiotici (Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae), 6 ceppi fungini 
(Aspergillus fumigatus, Aureobasidium pullulans var. melanigenum, 
Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata, Chaetomium 
globosum, Candida auris) e una tipologia di virus respiratorio 
presenti nell’aerosol (Influenza virus). Le Minime Concentrazioni 
Inibenti (MIC) e le Minime Concentrazioni Battericide (MBC) dei 
ceppi batterici e fungini sono state ottenute mediante test di micro-
brodo diluizione in accordo con le linee guida EUCAST. Gli OEs più 
attivi sono stati utilizzati per formulare un mix, la cui efficacia 
antimicrobica delle componenti volatili è stata valutata utilizzando il 
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test di nebulizzazione in modelli di ambienti confinati. Partendo da una 
sospensione batterica (103cfu/mL) e fungina (5X105cfu/mL), la variazione 
di carica è stata valutata a seguito di due nebulizzazioni al minuto per 
10 o 20 minuti in un ambiente confinato di 0,8 m3. La qualità dell’aria è 
stata valutata mediante campionamento su tubi assorbenti, seguito da 
desorbimento termico e analisi GC-MS. 

Risultati. Dopo una singola nebulizzazione i dati mostrano una riduzione 
batterica statisticamente significativa (tra 50% e 80%) dipendente dalla 
specie batterica, e un’inibizione tempo dipendente della crescita fungina 
(tra 77% e 95%) (Fig. 1). L’efficacia antivirale è in corso di valutazione 
con analisi di diminuzione di carica mediante test di micro-atmosfera. Le 
analisi non identificano concentrazioni di composti volatili dannosi per la 
salute umana. 

Discussione e Conclusioni. I risultati indicano che il trattamento 
dell’aria mediante nebulizzazione del mix di OE è un possibile approccio 
green, in linea con l’approccio one health, generalmente sicuro per la 
salute, utile per il controllo della crescita di ceppi virali, fungini e batterici 
anche antibiotico resistenti.

Parole chiave. Oli essenziali, Antibiotico resistenza, Controllo microbico ambientale, 
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Introduzione. L’incremento della resistenza microbica nei confronti di 
composti di sintesi ha rinnovato l’interesse della comunità scientifica 
nei confronti degli antimicrobici di origine naturale. Tra questi, gli idrolati 
(HY), composti secondari della produzione degli oli essenziali (OE), hanno 
dimostrato attività antimicrobica grazie al loro contenuto di composti 
bioattivi residui dal processo di distillazione. 

Materiali e Metodi. Il presente studio (1) si pone dunque come obiettivo 
quello di investigare tale attività, tramite la pre-esposizione a 37°C per 1 
ora di Listeria monocytogenes ATCC 7644 a concentrazioni incrementali 
(250, 300, 350, 400, e 500 μl/ml) di idrolato di Thymbra capitata (L.) 
Cav. (THY). Per valutare la risposta fisiologica di L. monocytogenes 
ATCC 7644, sono state combinate la tecnica del ‘microarray’ fenotipico 

(OmniLog®, Biolog, Hayward, CA, USA) e la ‘confocal laser scanning 
microscopy’ (CLSM). I dati ottenuti tramite microarray fenotipico sono 
stati successivamente modellati attraverso l’equazione di Baranyi e 
Roberts (2).

Risultati. Grazie all’impiego della tecnica del microarray fenotipico 
sono state evidenziate differenze nelle dinamiche di sviluppo di L. 
monocytogenes ATCC 7644 in relazione alla tipologia di substrato 
presente e al trattamento con THY. La pre-esposizione delle cellule a 
400 μl/ml di THY ha causato un’estensione della fase lag (fino a 31,43 h) 
in presenza di 80,0 mg/ml di NaCl e una riduzione del valore massimo 
di UFC/ml (fino a –76,67 Unità OmniLog) dopo esposizione a 250 μl/ml 
di THY a pH 6,0. La crescita cellulare risultava completamente inibita 
alla concentrazione di 500 μl/ml di THY (Tab. 1). Risultati interessanti 
sono stati osservati tramite CLSM, dove l’acquisizione delle immagini ha 
mostrato l’aggregazione delle cellule di L. monocytogenes ATCC 7644 in 
risposta allo stress causato dal THY (Fig. 1). 

Discussione. I risultati ottenuti in questo studio in vitro suggeriscono 
una buona attività inibente del THY nei confronti di L. monocytogenes, 
con una condizione di stress persistente anche dopo la rimozione dello 
stesso. 

Conclusioni. È possibile ipotizzare l’applicazione di THY per il controllo 
di L. monocytogenes sia negli ambienti di lavorazione degli alimenti, sia 
negli alimenti stessi.
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Figura	1.	Modello	di	nebulizzazione	confinata	contro	
Alternaria alternata e Candida auris. NT: Campione non 
trattato,	TR:	Campione	trattato.	La	figura	mostra	la	cre-
scita microbica dopo 3,5,7 (d) giorni, e 24, 48 (h) ore.

Tabella 1. Parametri di crescita di Listeria monocytogenes ATCC 7644 
esposta	a	un	pre-trattamento	a	37	°C	di	1	ora	a	concentrazioni	crescenti	
di idrolato di Thymbra capitata (L.) Cav. (THY), in presenza di NaCl 80 
mg/ml o pH 6.0. I risultati sono stati ottenuti tramite modellazione con 
l’equazione di Baranyi e Roberts. La tabella indica: substrato, estensione 
della fase lag (ore), valore massimo di crescita raggiunto (Unità Omni-
Log), R2, ed Errore Standard.
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Introduzione. Le malattie post-raccolta delle mele, come il marciume 
verde-azzurro causato da Penicillium expansum, rappresentano un 
notevole ostacolo al consumo sicuro di questi alimenti, con conseguenti 
danni economici e rischi per la salute umana (1). Di rilevante interesse è 
lo sviluppo di mezzi di lotta alternativi all’uso di prodotti di sintesi come 
gli agrofarmaci. Lo scopo del lavoro è stato quello di valutare l’efficacia 
di sei oli essenziali (OE) (Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Satureja 
montana, Thymus vulgaris, Citrus limon e Foeniculum vulgare dulce), 
applicati mediante biofumigazione, nella lotta al marciume verde-azzurro 
su mele ‘Opal’ in post-raccolta (2). Un ulteriore obiettivo è stato quello di 
analizzare i principali componenti degli OE attraverso il campionamento 
dei composti organici volatili (VOCs) durante due mesi di conservazione 
in cabinet, in condizioni controllate, utilizzando la microestrazione in fase 
solida e un sistema di gascromatografia accoppiato a spettrometria di 
massa (SPME-GC-MS).  

Materiali e Metodi. Per verificare la potenziale attività antifungina 
degli OE, è stata inizialmente allestita una prova in vitro. Gli OE sono 
stati saggiati alle concentrazioni di 1,0%, 0,5% and 0,1%, attraverso 
la metodica del sandwich plate, per verificare la capacità di inibizione 
della crescita di due differenti ceppi di P. expansum (PEN2 e PEN3) isolati 
da mela. Successivamente sono state allestite prove in vivo in cui mele 
‘Opal’ sono state inoculate con la sospensione conidica dei due ceppi di P. 
expansum e trattate con i diversi OE tramite biofumigazione, utilizzando 
diffusori a lento rilascio. L’incidenza della malattia è stata valutata 
utilizzando gli OE all’1,0% di concentrazione. I rilievi fitopatologici sono 
stati eseguiti dopo 60 giorni di conservazione all’interno di cabinet in 
celle refrigerate a 1±1 °C e 95% di umidità relativa e dopo 14 giorni di 
shelf-life a 15±1 °C. Sono state effettuate le analisi qualitative (durezza, 
solidi solubili totali e acidità titolabile) alla raccolta, al termine della 
conservazione e della shelf-life. La gravità della malattia è stata valutata 
utilizzando gli OE alle concentrazioni dell’1,0% e dello 0,5%. Sulle 
mele è stata praticata una ferita di circa 2 mm in cui è stata inoculata 
la sospensione conidica di P. expansum. Il diametro dei marciumi 
sviluppati è stato misurato dopo 28 e 43 giorni di conservazione a 1 ± 
1 °C e dopo 7 giorni di shelf-life a 15 ± 1 °C. Gli OE utilizzati sono stati 
caratterizzati tramite GC-MS per analizzarne le composizioni. È stata 
eseguita la caratterizzazione dei VOCs rilasciati dagli OE all’interno dei 
cabinet utilizzando la tecnica SPME-GC-MS, al fine di correlare l’attività 
antifungina a specifiche molecole volatili. 

Risultati. Gli OE di timo, santoreggia e origano a tutte le concentrazioni 
saggiate, e basilico, all’1,0% e allo 0,5%, si sono dimostrati efficaci 
nell’inibire la crescita di P. expansum in vitro. Negli esperimenti in vivo 
la massima efficacia nella riduzione della muffa blu è stata osservata 
con OE di limone e origano all’1,0% dopo 60 giorni di conservazione 
a 1±1 °C (incidenza del marciume, 3 e 1% rispettivamente) e dopo 
ulteriori 14 giorni di shelf-life a 15±1 °C (15 e 17%). Durante il 
periodo di conservazione non sono stati osservati effetti fitotossici. I 
vapori di OE di santoreggia, origano, timo e basilico hanno dimostrato 
in vitro un’elevata attività antimicotica nei confronti di P. expansum 
anche a basse concentrazioni. Su mele inoculate con P. expansum, 
l’OE di santoreggia si è rivelato il più efficace nel ridurre la gravità del 
marciume indotto dal fungo. L’OE di basilico, invece, ha fornito i risultati 
meno soddisfacenti, nonostante la capacità di inibizione dimostrata in 
vitro. 

Discussione. Questi risultati evidenziano che l’azione antiossidante dei 
componenti degli OE gioca un ruolo centrale nel determinarne l’efficacia. 
È possibile ipotizzare che l’attività antimicotica degli OE non sia legata 
all’attività di una singola molecola ma all’azione sinergica di due o più 
composti. Diverse molecole possono agire sia attraverso l’inibizione 
diretta della crescita fungina sia attraverso un’azione antiossidante 
indiretta.  

Conclusioni. Poiché i vapori di OE non hanno influito sulla qualità 
del frutto, ovvero durezza, acidità titolabile e solidi solubili totali, in 
un contesto di riduzione dell’uso di agrofarmaci, il loro utilizzo può 
rappresentare una valida alternativa per la lotta alle malattie post-
raccolta dei prodotti ortofrutticoli.
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Figura 1. Aggregazione cellulare di Listeria monocyto-
genes ATCC 7644 esposta a un pretrattamento a 37 
°C	per	1	ora	con	250	μl/ml,	350	μl/ml,	e	500	μl/ml	di	
idrolato di Thymbra capitata (L.) Cav. (THY).

Figura 1. Azione degli oli essenziali mediante biofumigazione.
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Introduzione. Seriphidium caerulescens subsp. gallicum (Willd.) Soják 
(sinonimo Artemisia gallica Willd.) è una specie mediterranea originaria 
della Francia (1) ed endemica dell’Europa meridionale (2). A. gallica è 
una specie alofila tipica degli ambienti caratterizzati da praterie saline 
e terreni soggetti ad inondazioni. In questo lavoro si è studiato, in 
vitro, il potenziale erbicida dell’olio essenziale di S. caerulescens sulla 
germinazione di cinque specie infestanti di rilevanza tra le culture 
mediterranee.

Materiali e Metodi. L’olio essenziale (OE) di S. caerulescens subsp. 
gallicum (Willd.) Soják è stato ottenuto per idrodistillazione delle parti aeree 
di piante raccolte tra gennaio 2007 e giugno 2009 nelle paludi di Puzol e 
Torreblanca (provincia di València e Castellón, rispettivamente, Spagna). 
La composizione dell’OE è stata ottenuta mediante gascromatografia e 
gascromatografia-spettrometria di massa. Il potenziale erbicida dell’OE 
di A. gallica è stato provato sui semi di Amaranthus hybridus L., Portulaca 
oleracea L., Chenopodium album L., Erigeron canadensis L. e Parietaria 
judaica L. Per i test, 20 semi di ogni spezia sono stati messi in piastre 
Petri di 9 cm di diametro (5 piastre per trattamento) e trattati con 4 mL 
di acqua distillata (controllo) o con le corrispondenti dosi dell’OE: 0,125; 
0,25; 0,5 e 1μL/mL, rispettivamente. Per valutare la germinazione dei 
semi, sono stati fatti i conti 3,5,7,10 e 14 giorni dopo il trattamento. 
Ai risultati ottenuti è stata applicata un’analisi della varianza ANOVA, 
utilizzando il test di confronto multiplo di Fisher (LSD, Least Significant 
Difference) per la separazione delle medie, con un livello di confidenza 
del 95% (P≤0,05).

Risultati. A. gallica produce un OE ricco di monoterpeni ossigenati (24 
composti, 79,38% della sua composizione), compresi i componenti 
principali: crisantenone (40,03%), fillofolone (18,11%) e canfora 
(14,23%). I sesquiterpeni ossigenati costituiscono la seconda frazione 
più abbondante (3 composti identificati, 4,51%), seguiti dai monoterpeni 
idrocarburici (8 composti individuati, 3,65%). L’OE di A. gallica ha 
dimostrato una grande attività erbicida su A. hybridus e P. judaica, in 
quanto ha inibito completamente la germinazione di entrambe le specie 
a tutte le concentrazioni applicate (Tab. 1). 
In E. canadensis l’OE ha limitato fortemente la germinazione a tutte le 
concentrazioni testate, bloccando completamente la germinazione alla 
dose di 0,250 μL/mL. In P. oleracea ha ridotto significativamente la 
germinazione solo alle due concentrazioni più alte, raggiungendo una 
riduzione massima del 57,6% alla concentrazione di 1 μL/ml. Infine, non 
ha mostrato alcun effetto significativo sulla germinazione di C. album. 

Discussione e Conclusioni. Gli effetti fitotossici dell’OE di A. gallica 

sono stati maggiori rispetto a quelli del suo estratto acquoso (3). 
L’OE di A. gallica ha mostrato una attività erbicida selettiva, essendo 
completamente inibente per alcune spezie e non avendo alcun effetto 
su altre.
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Introduction. Gray mold and brown rot are important postharvest 
fungal diseases that generate significant losses during the storage of 
vegetables and fruits. They are caused respectively by Botrytis cinerea, a 
ubiquitous phytopathogen with a wide range of host plants, and Monilinia 
spp., one of the most common fungal pathogens affecting stone and 
pome fruits. These plant diseases result in significant yield losses, 
postharvest product waste, and reduced shelf life (1). Currently, there is 
a shift towards more sustainable strategies for the control of postharvest 
diseases, such as the use of secondary metabolites and plant extracts 
(2), including the application of volatile organic compounds (VOCs). 

Materials and Methods. The present study analyzes the antifungal 
activity produced on B. cinerea, Monilinia fructicola, Monilinia fructigena, 
and Monilinia laxa by VOCs emitted from essential oils (EOs) of Origanum 
vulgare, Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, Melaleuca alternifolia, 
Lavandula officinalis, Lavandula hybrida, Citrus bergamia, Rosmarinus 
officinalis, and Cinnamomum zeylanicum. The experiments were 
performed using non-vented VOC Chambers (3) (Fig. 1), where the EOs 
were placed on a glass slide in the lower dish and the fungal colonies 
were inoculated on PDA (potato dextrose agar) in the upper dish. Several 

Tabella 1. Germinazione di semi di Amaranthus hybridus, Portulaca 
oleracea, Chenopodium album, Erigeron canadensis e Parietaria 
judaica trattati con olio essenziale di Artemisia gallica.
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EO doses were tested and the minimum inhibitory concentration (MIC) 
was calculated as the lower concentration (in μL/L of air) by which a 
given EO produced complete growth inhibition on each fungal strain.

Results. Results demonstrate that the tested EOs produce a dose-
dependent inhibitory activity on fungal growth. O. vulgare, T. vulgaris, 
and T. serpyllum EOs presented the lowest MICs (5.64 to 45.45 μL/L of 
air), while C. bergamia and R. officinalis EOs presented the highest ones, 
with MICs from 181.82 to 363.64 μl/L. Regarding the fungal pathogens, 
B. cinerea was overall less sensitive to EO VOCs than the Monilinia spp., 
usually presenting higher MICs. Only C. zeylanicum EO presented higher 
MIC on M. fructicola and M. laxa than on B. cinerea.

Discussion. These results are in accordance with previous studies that 
reported lower sensitivity of B. cinerea to volatile Eos than M. fructicola 
(4) and M. laxa (5). The high antifungal activity of O. vulgare, T. vulgaris, 
and T. serpyllum Eos has been largely reported and it is related to 
their significant levels of carvacrol and thymol (5,6). To the best of our 
knowledge, there are no previous reports on the antifungal activity of EO 
VOCs on M. fructigena.

Conclusions. The present study corroborates that EOs in volatile phase 
produce dose-dependent antifungal activity on B. cinerea, M. fructicola, 
M. fructigena, and M. laxa. O. vulgare, T. vulgaris, and T. serpyllum 
EOs, which presented lower MICs, could be potentially useful for the 
postharvest control of gray mold and brown rot. C. zeylanicum EO 
could be of use for the specific control of B. cinerea. Additional assays, 
including phytotoxicity assessment, should be conducted to validate 
these results in vivo.
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Introduzione. Bacillus spp. comprende specie alteranti e patogene, 
che possono costituire un pericolo per la qualità e per la sicurezza degli 
alimenti. Questo lavoro mira a valutare gli effetti del trattamento con oli 
essenziali (OE) in ceppi di Bacillus spp. isolati da gnocchi “ambient”, 
stabili a temperatura ambiente. Tale trattamento rappresenta un evento 
stressante per la cellula che, a seconda della concentrazione e del tipo 
di OE applicato, può andare incontro a morte o subire danni, modificando 
l’espressione di specifici geni.

Materiali e Metodi. Sei OE (Thymus vulgaris chemiotipo timolo, Thymus 
vulgaris chemiotipo p-cimene e timolo, Thymbra capitata chemiotipo 
carvacrolo, Origanum vulgare chemiotipo carvacrolo, Syzygium 
aromaticum chemiotipo eugenolo e Ocimum basilicum chemiotipo 
linalolo) sono stati saggiati contro 25 ceppi di Bacillus spp. (B. subtilis, B. 
cereus, B. thuringiensis e B. paranthracis) isolati da gnocchi “ambient”. 
La ricerca delle Minime Concentrazioni Inibenti (MIC) e Battericide (MBC) 
(1) e della Concentrazione Inibitoria Frazionaria (FIC) attraverso il metodo 
Checkerboard sono stati utilizzati per valutarne l’attività in singolo o 
combinata. L’espressione genica è stata valutata attraverso Real-time RT-
PCR quantitativa.

Risultati. Gli OE di T. vulgaris (timolo), T. capitata e O. vulgare sono risultati 
i più attivi, con MIC a 48 ore e MBC tra 0,31-1,25 µL/mL (Fig. 1), e hanno 
mostrato azione commutativa se combinati a OE di S. aromaticum. I ceppi 
di B. subtilis sono stati leggermente più sensibili rispetto alle altre specie. 
L’esposizione di ceppi di B. subtilis e B. cereus a concentrazioni subletali 
di OE di T. vulgaris (timolo), uno tra i più attivi, ha aumentato l’espressione 
di geni coinvolti nell’integrità di membrana e nel quorum sensing a partire 
da 6-12 ore di esposizione. I geni maggiormente sovra-espressi sono stati 
diversi per le due specie (pbpF per B. subtilis e plcR per B. cereus).

Discussione e Conclusioni. In generale, gli OE con chemiotipo timolo 
e carvacrolo sono risultati i più attivi, anche in combinazione con OE 
di S. aromaticum ma non con OE di O. basilicum. L’esposizione a OE 
di timo ha prodotto un evento stressante con aumento della fase lag 
dei microrganismi, che in questo modo tentano di riparare i danni alla 
membrana e di restaurare i meccanismi di comunicazione fondamentali 
per la sopravvivenza. In conclusione, gli OE di T. vulgaris (timolo), T. capitata 
e O. vulgare potrebbero essere utili per applicazioni alimentari contro 
Bacillus spp., anche in combinazione con OE meno attivi.
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Figure 1. A) Closed and sealed VOC chamber with EO on a 
glass slide in the lower plate, central piece holding both plates 
together, and fungal colony on the upper plate. B) Open VOC 
chamber with EO in the lower plate, central piece, and Monili-
nia fructigena growing on PDA in the upper one.
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Introduzione. Batteri patogeni quali Listeria monocytogenes, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii 
sono capaci di organizzarsi in biofilms, sistemi complessi, organizzati 
ed evoluti di cellule che si adattano a condizioni ambientali avverse 
e sopravvivono in ambienti ostili. Si manifestano spesso in fenotipi 
mostranti resistenza multipla ai farmaci (MDR) e si rivelano difficilmente 
eradicabili con le convenzionali terapie antibiotiche. Sono coinvolti in 
un’ampia gamma di patologie e costituiscono un grave problema per 
l’industria alimentare in quanto possono contaminare tutte le fasi della 
produzione. A molte specie del genere Allium sono state riconosciute da 
secoli proprietà antibatteriche e l’utilizzo di oli essenziali (OE) ottenuti 
da piante di questo genere può quindi rivelarsi utile nel trattamento dei 
casi più problematici. 

Materiali e Metodi. Sono stati ottenuti OE tramite idrodistillazione di 
parti aeree e bulbi di due accessioni di Allium ampeloprasum e quattro 
di A. sativum coltivate in territorio campano. 
La loro composizione è stata determinata tramite metodiche di 
gascromatografia associata a spettrometria di massa (GC-MS). Si 
è valutata l’attività battericida su biofilm già formato tramite test al 
bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio (MTT) e la 
capacità di inibire la formazione di nuovo biofilm tramite saggio al 
cristalvioletto (CV).

Risultati. Gli OE presentano composizione differente, confermando 
tuttavia la presenza di allicina e composti solforati come composti 

Figura 1. Valori 
di MIC a 48 
ore per i sei oli 
essenziali sag-
giati, in termini 
percentuali.
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principali e più caratteristici (Tab. 1). Gli OE da A. sativum hanno mostrato 
un maggior numero di componenti rispetto agli OE di A. ampeloprasum 
che hanno presentato differenze nella composizione tra bulbi e foglie 
della stessa accessione. Gli OE, testati a due concentrazioni e seppur 
con intensità differenti, hanno mostrato attività sia contro biofilm già 
formato sia contro formazione di un nuovo biofilm. Le attività più rilevanti 
sono state mostrate dagli oli essenziali ottenuti da A. ampeloprasum 
‘Freda’ e da quelli ottenuti dalle parti aeree di A. ampeloprasum ‘Irsina’ 
e A. sativum ‘Rosso di Sulmona’ e ‘Rosso di Spagna’ con percentuali di 
inibizione che in molti casi hanno superato il 70% in entrambi i saggi 
utilizzati (Tab. 2 e 3).

Discussione. L’analisi della composizione chimica degli OE risulta 
in accordo con la letteratura (1-3), che evidenzia come composti 
maggioritari i composti solforati. L’attività antibiofilm, in accordo con 
quanto riportato nella scarsa letteratura disponibile, è attribuita ai 
composti solforati che interferiscono con gruppi tiolici soprattutto 
enzimatici causando inibizione della sintesi della parete cellulare e della 
biosintesi di composti come purine, pirimidine e proteine, provocando 
così blocco di crescita e proliferazione batterica. La capacità dell’allicina 
di attraversare rapidamente le membrane inoltre va ad aumentarne la 
capacità di interazione con enzimi contenenti zolfo (4-5). 

Conclusioni. Gli OE ottenuti hanno dimostrato di poter agire sia contro 
un biofilm già formato sia contro la formazione di un nuovo biofilm. 
Emerge quindi la necessità di continuare gli studi sul genere Allium 
che potrebbero aprire la strada per il loro sfruttamento nel campo delle 
tecnologie alimentari e di quello clinico.
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Tabella 1. Componenti maggioritari degli oli essenziali di Allium sati-
vum e di Allium ampeloprasum e confronto con la letteratura.

Tabella 2. Inibizione percentuale ± SD degli OE di Allium sativum e 
di Allium ampeloprasum sul metabolismo delle cellule batteriche 
presenti	all’interno	dei	biofilm,	valutata	tramite	test	MTT.

Tabella 3. Inibizione percentuale ± SD degli OE di Allium sativum e 
di Allium ampeloprasum	sulla	formazione	di	nuovo	biofilm	batterico,	
valutata tramite test CV.
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Introduzione. Gli ecosistemi terrestri sono fortemente compromessi dal 
continuo sovrasfruttamento del suolo e dall’adozione di prodotti di sintesi 
che ne hanno alterato non solo la loro biodiversità ma anche il loro fun-
zionamento. Per agire in maniera più sostenibile, specialmente in ambito 
agrario, la Commissione Europea ha varato il programma New Green Deal, 
in cui si ambisce a ridurre del 50% l’uso di prodotti di sintesi e a ripristinare 
la biodiversità limitando il più possibile l’impatto antropico. Tra i composti 
più sostenibili e bioattivi, si annoverano quelli prodotti da piante aromatiche 
e officinali tra i quali: gli oli essenziali (OE). 
Sebbene siano stati evidenziati i numerosi effetti tossici e repellenti in vitro 
nei confronti di innumerevoli patogeni e parassiti che affliggono le colture 
e le derrate conservate (1,2, 3,4,5), i loro effetti sulla fauna benefica del 
suolo sono ancora poco studiati. In particolare, la fauna edafica comprende 
i nematodi a vita libera, i quali sono ottimi bioindicatori presentando nume-
rose caratteristiche utili per la valutazione della qualità ecologica del suolo 
e del suo stato di salute, il cui studio è stato fortemente proposto dall’Au-
torità Europea per la Sicurezza Alimentare proprio per la registrazione dei 
fitofarmaci (6).

Materiali e Metodi. Per questo, è stato intrapreso uno studio volto a va-
lutare l’effetto sulla nematofauna terrestre degli OE inglobati in matrici 
stabilizzanti la loro volatilità come il chitosano. In particolare, l’OE di Oci-
mum basilicum è riportato in letteratura come OE efficace contro Fusarium 
oxysporum f. sp. ciceris una malattia crittogamica che affligge le colture 
di cece e che si trasmette attraverso i semi. A tal fine è stato valutato 
l’effetto sulla nematofauna dei trattamenti di semi di Cicer arietinum con 
chitosano e chitosano addizionato con l’OE al 25%. Le parcelle di terreno 
con i semi trattati sono state confrontate con i relativi controlli non trattati 
ed è stato monitorato l’andamento temporale della nematofauna a 7, 14, 
28, e 56 giorni dalla semina dei ceci seguendo un approccio BACI (Befo-
re-after-control-impact). La struttura di comunità della nematofauna è sta-
ta analizzata con l’indice di Bray-Curtis, così è stato verificato l’andamento 
della diversità alpha attraverso gli indici di Shannon e Pielou. 

Risultati. Il confronto tra trattati e controlli e la serie temporale analizzata 
sembrano evidenziare un maggiore effetto del tempo sulla nematofauna 
piuttosto che del chitosano addizionato con l’OE. Infatti, al passare del tem-
po e con l’aumentare delle temperature sia l’abbondanza della nematofau-
na, che la sua ricchezza e diversità sono aumentate nell’appezzamento 
seminato con ceci trattati con chitosano addizionato con OE. 

Discussione e Conclusioni. In definitiva quindi il trattamento con OE al 
25% combinato con il chitosano non sembra aver evidenziato nessun ef-
fetto negativo neppure sulla composizione tassonomica, risultati che cor-

roborano il possibile uso sostenibile del miscuglio in campo agricolo e in 
particolare per la concia dei semi.
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Introduzione. La malaria è una malattia infettiva causata dal parassita 
Plasmodium e trasmessa dalla zanzara Anopheles nelle aree sub-tropicali 
del mondo, causando circa 241 milioni di casi nel mondo e 627000 morti 
nel 2020 (1). Il parassita viene trasmesso da persona infetta a zanzara 
durante un pasto di sangue. In questo studio abbiamo analizzato l’attività 
antimalarica di 60 olii essenziali durante la formazione dell’ookinete, lo 
stadio mobile che si forma nell’intestino della zanzara infetta.

Materiali e Metodi. Il parassita murino Plasmodium berghei è stato utiliz-
zato in questo studio, in particolare il ceppo PbCTRP-GFP (2), che esprime 
la proteina fluorescente allo stadio di zigote e ookinete. L’efficacia degli olii 
è stata testata in vitro su colture di sangue infetto e la formazione dell’ooki-
nete è stata verificata attraverso la conta delle cellule fluorescenti (Fig. 1). I 
dati sono stati analizzati sia statisticamente che attraverso modelli ottenuti 
con algoritmi machine learning (ML).
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Risultati. Sorprendentemente, alcuni olii hanno mostrato essere efficaci 
a basse concentrazioni (0,0025%) bloccando totalmente la formazione 
dell’ookinete e quindi potenzialmente la trasmissione della malaria. Algo-
ritmi ML applicati ai dati biologici hanno permesso l’individuazione di com-
ponenti discriminanti per l’attività antimalarica degli olii essenziali (Tab. 1).

Discussione e Conclusioni. Il ricorso al trattamento della malaria basato 
sull’attività antiplasmodica di piante e erbe aromatiche è noto dall’anti-
chità. Composti derivati dall’artemisinina sono infatti usati come tratta-
mento d’eccellenza. L’identificazione di potenziali composti attivi contro le 
zanzare infette supporta un approccio del tutto “verde”, distribuendo per 
esempio esche impregnate di olii essenziali, potenzialmente ambizioso e 
di enorme impatto nella lotta contro la malaria.
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Introduzione. La melissa (Melissa officinalis L.) è una pianta erbacea 
perenne appartenente alla famiglia delle Lamiaceae (Labiatae). La droga 
è costituita dalle foglie essiccate, che raccolte poco prima della fioritura, 
hanno una resa in olio essenziale molto bassa con un range tra 0,05% 
e 0,20%. L’olio essenziale ha un colore verdognolo e odora di limone. I 
costituenti principali sono geraniale (citrale a con circa 35-40%) e nerale 
(citrale b con circa 30-35%), mentre in piccole quantità sono presenti ca-
riofillene, geraniolo, citronellolo, linalolo, geranile e nerolo. Le foglie e l’olio 
essenziale sono impiegati nel settore alimentare, cosmetico, erboristico e 
farmaceutico. La ricerca aveva lo scopo di valutare gli effetti delle tecniche 
agronomiche (irrigazione, concimazione, epoca di raccolta, ecc.) sulla resa 
e composizione dell’olio essenziale di melissa.

Materiali e Metodi. Lo studio si è basato su una revisione delle pubblica-
zioni scientifiche internazionali e nazionali al fine di ottenere più informa-
zioni possibili sull’argomento. Differenti motori di ricerca sono stati utilizza-
ti. Le parole chiave della ricerca sono state: Melissa officinalis, lemon balm, 
essential oil, irrigation, fertilization, ecc.

Risultati. La tecnica irrigua è stata studiata da ricercatori turchi (1), che 
hanno osservato che all’aumentare del deficit idrico si ha un incremento 
di resa in olio essenziale e la percentuale di olio essenziale è aumentata 
da 0,12% a 0,16%. Altri autori (2) hanno eseguito una ricerca basata su 
differenti livelli di irrigazione e hanno osservato che la massima resa e 
la percentuale di olio essenziale sono al 60% e al 20% della capacità di 
campo (CC), rispettivamente. L’effetto della concimazione azotata è stato 

Tabella	1.	Componenti	chimici	identificati	attraverso	i	modelli	Machine	Lear-
ning	(ML).	Componenti	chimici	discriminanti	per	gli	olii	essenziali	identifica-
ti come attivi nell’inibire la formazione degli ookineti.

Figura 1. Tempo di espressione della GFP (Green Fluorescent Protein) nel 
ceppo CTRP-GFP Plasmodium berghei. Gametociti del ceppo CTRP-GFP 
sono	stati	messi	in	coltura	per	ookineti	per	definire	il	tempo	di	espressione	
della GFP. I prelievi e l’analisi al microscopio sono stati fatti ogni 2 ore. La 
fluorescenza	è	identificata	dopo	10	ore	di	coltura,	durante	la	formazione	
dello zygote/ookinete. Barra indica 5μm.
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studiato da ricercatori turchi (3), che hanno osservato un aumento sia in 
percentuale (0,258%) e sia nel contenuto di olio essenziale (16,05 kg ha-1) 
con un’applicazione ottimale (60 kg N ha-1), mentre i valori di entrambi i 
parametri si riducono con una dose eccessiva (Fig. 1). L’età delle singole 
foglie sulla stessa pianta può influenzare la composizione quantitativa de-
gli oli volatili prodotti e quindi di conseguenza è importante l’altezza della 
barra falciante quando si esegue la raccolta. La percentuale di olio essen-
ziale è pari a 0,14% se si raccoglie la pianta intera e aumenta a 0,39% se 
si raccoglie solo la parte superiore (4). Altri autori (5,6) hanno dimostrato 
che le foglie apicali hanno circa 30% in più di olio essenziale rispetto alle 
foglie basali. Inoltre, prove sperimentali (7,8) riportato che le foglie apica-
li presentano alte concentrazioni dei citrali (90%), mentre le foglie basali 
mostrano una diminuzione di questi composti a favore del citronellolo e 
del cariofillene. La composizione varia anche in base al momento della 
raccolta, infatti in una prova eseguita in Iran si ha una percentuale alta 
di geraniolo prima della fioritura (25,03%) e in piena fioritura (24,97%) 
rispetto alla fine fioritura (4,58%) (9).

Discussione e Conclusioni. Molti sono gli studi scientifici sulle tecniche 
agronomiche che influenzano la resa e la composizione dell’olio essenzia-
le di melissa. In questa review sono riportate solo alcuni esempi, ma già 
si può comprendere la quantità di cambiamenti che si possono avere al 
variare della scelta della tecnica agronomica. Differenze che l’agricoltore 
deve conoscere al fine di ottenere una produzione idonea al settore indu-
striale a cui si rivolge.
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Introduzione. La melissa (Melissa officinalis L., famiglia Lamiaceae) è 
utilizzata da oltre 2000 anni per la cura delle malattie mentali, cardio-
vascolari e respiratorie. È coltivata per la produzione delle infiorescenze, 
ma soprattutto delle foglie da cui si estrae un olio essenziale (OE) la cui 
quantità è fortemente influenzata dai parametri ambientali, in particolare 
dallo stress idrico che ne determina un sensibile aumento (1). È ormai noto 
come anche lo stato fitosanitario (in particolare un’infezione virale), possa 
determinare cambiamenti non solo nella resa, ma anche nella composizio-
ne degli OE in alcune lamiaceae fra cui Salvia sclarea L., Salvia officinalis 
L. “Maxifolia”, Lavandula angustifolia Miller ed i suoi ibridi, Ocimum basi-
licum L., ecc. (2). Nel maggio 2022, in un campo sperimentale di melissa, 
allestito (partendo dal seme) nell’area dell’ITA-Scarabelli (Imola, Bologna), 
sono state individuate piante con sintomi fogliari consistenti in ‘spot’ clo-
rotici, di probabile eziologia virale (Fig. 1, A, B). Lo scopo della ricerca è 
stato quello di identificare il virus coinvolto nella malattia e di verificare 
l’eventuale influenza sul metabolismo secondario, ossia sulla resa e com-
posizione dell’OE ottenuto da M. officinalis Sana (MOS) ed Infetta (MOI) da 
virus, ed anche dei rispettivi Idrolati (Id). 

Materiali e Metodi. In Letteratura sono riportati due virus che infettano 
la melissa: il virus del ‘rattle’ del tabacco (TRV) e quello del mosaico 
dell’erba medica (AMV) (3). Le prime analisi virologiche (saggi immu-
no-enzimatci PAS-ELISA) utilizzando sieri specifici anti-TRV ed anti-AMV 
hanno dato esito negativo. Sono state quindi applicate tecniche di biolo-
gia molecolare (RT-PCR) per verificare la presenza del virus del mosaico 
del cetriolo (CMV), attualmente molto diffuso nell’area dell’ITA-Scarabelli 
su orticole e floricole. È stata utilizzata una prima coppia di primer che 
amplifica parte del gene della proteina capsidica (CMV1: 5’-GCCGTAA-
GCTGGATGGACAA-3’, reverse primer; CMV2: 5’-TATGATAAG AACTTGT-
TCGCG-3’, forward primer) ed una seconda coppia di primer che amplifi-
ca l’intero gene della proteina di movimento (MP) (CMVMP1: 5’-ATGGCTT 
TCCAAG GTACCA-3’, forward primer; CMVMP2 5’-CTAAAGACCGTTAAC-
CACC-3’, reverse primer) procedendo poi con il sequenziamento dei pro-
dotti amplificati. Le piante selezionate, con e senza sintomi, sono state 
tagliate il 3/5/’22  (Fig. 1 C,D) (10 Kg di MOI e 10 Kg di MOS, eliminando 
15 cm della parte basale del fusto) e distillate, per poi procedere con 
l’analisi dei due OE mediante gas-cromatografia accoppiata alla spettro-
metria di massa (GC-MS). Per quanto riguarda i due Id raccolti, essendo 
matrici acquose e quindi non iniettabili direttamente nel GC, è stata ap-
plicata la tecnica dello spazio di testa tramite l’utilizzo di un Headspace 
(HS) Autosampler come autocampionatore accoppiato alla GC-MS (4,5): 
ogni Id è stato posto all’interno di una headspace vial, che posizionata 
sul carosello dell’autocampionatore, è stata prima condizionata ad una 
temperatura opportuna e poi flussata con gas iperpuro (He) consentendo 
così l’estrazione dei componenti volatili successivamente inviati, tramite 
una transfer-line, direttamente nella colonna del GC. 

Figura 1. Percentuale e contenuto di olio essenziale di melissa coltivata 
a	differente	dose	di	azoto	[modificato	da	Abbaszadeh	et al. (2009)].
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Risultati. Nella piante con ‘spot’ clorotici (MOI) è stata diagnosticata la 
presenza di CMV (prima segnalazione in melissa); la sequenza CMV1/
CMV2 è risultata per il 99.8% identica all’isolato CMV-Canna spp. indi-
viduato nel 2016 in Russia; la sequenza CMVMP1/CMVMP2 è risultata 
identica per il 99.8% all’isolato CMV-Syringa vulgaris riscontrato nel 2019 
nell’area ITA Scarabelli (sottogruppo IA degli isolati di CMV) (6). La resa in 
OE è risultata per MOI di 1,5 mL (0,15%) e per MOS di 1,00 mL (0.1%): 
quindi, un aumento del 50% nella melissa infetta.

Discussione e Conclusioni. È nota la trasmissione di CMV per seme ma, 
nel caso esaminato, è verosimile che l’origine dell’infezione sia da mette-
re in relazione alla sua elevata presenza nelle specie spontanee, orticole 
e floricole limitrofe (il virus è trasmesso in natura da afidi durante l’attività 
trofica). Per quanto riguarda la composizione chimica non sono state ri-
scontrate differenze significative fra i campioni sani e quelli infetti sia per 
quanto riguarda gli OE che gli Id. Da notare come nel mese di giugno sulle 
altre piante di melissa rimaste in campo (non sottoposte a distillazione) la 
sintomatologia si sia notevolmente attenuata (‘recovery’), non consenten-
do più, visivamente, di distinguere le piante sane da quelle infette. 
Il caso della melissa infetta da CMV merita ulteriori approfondimenti an-
che per rispondere alla domanda: è verosimile che la pianta non modifichi 
il proprio metabolismo secondario a seguito dell’infezione non avendo la 
necessità di ‘difendersi’ da un virus ‘innocuo’?
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Introduzione. La Commissione Europea, entro il 2030, intende dimez-
zare l’uso dei pesticidi chimici e di conseguenza i rischi, connessi al loro 
utilizzo, sia per la salute umana che per l’ambiente. Tra i pesticidi, i ne-
matocidi sono agenti chimici utilizzati per controllare i nematodi parassiti 
delle piante in agricoltura. Diversi principi attivi impiegati per il controllo 
dei nematodi fitofagi non sono più disponibili sul mercato ed attualmente 
pochi sono i principi attivi anche di sintesi registrati. Per tutti questi motivi 
negli ultimi decenni, i ricercatori si sono prodigati per la ricerca di alternative 
più sostenibili che presentino la stessa efficacia, ma che abbiano un impatto 
limitato sull’ambiente e sugli ecosistemi. Gli oli essenziali (OE) possono es-
sere composti bioattivi simili e potenziali sostituti dei fitofarmaci di sintesi (1, 
2). Nel database Scopus® sono disponibili numerosi studi sull’uso degli OE 
come nematocidi. Questi lavori hanno evidenziato come la maggior parte 
della ricerca si sia focalizzata sull’esplorazione degli effetti degli OE in vitro 
rispetto a quelli in vivo su diverse popolazioni di nematodi fitoparassiti. Ad 
oggi, non è ancora disponibile una guida per far comprendere ad un neofita 
che intende approcciarsi all’utilizzo di OE contro i nematodi in agricoltura, 
quali OE siano più efficaci sui vari nematodi considerati. L’obiettivo di que-
sto studio è quello di esplorare fino a che punto gli OE sono stati testati sui 
nematodi, capire quali OE hanno evidenziato notevoli effetti nematocidi (ad 
esempio, mortalità, effetti sulla motilità, inibizione della produzione di uova) 
e a quali concentrazioni. 

Materiali e Metodi. Questo studio ha riportato una panoramica delle rela-
zioni e dei dati, disponibili fino ad ora scaricati da Scopus®, attraverso: a) 
mappe di rete create con il software VOSviewer (3); b) analisi sistematica di 
tutti gli articoli scientifici presi in esame. 

Risultati e Discussione. VOSviewer crea mappe con parole chiave derivate 
dall’analisi di co-occurence, per comprendere le principali parole chiave utiliz-
zate, i Paesi e le riviste che pubblicano maggiormente sull’argomento, mentre 
l’analisi sistematica è volta ad analizzare tutti i documenti scaricati. Partendo da 
una completa comprensione della letteratura ad oggi disponibile sull’uso degli 
OE in agricoltura contro i nematodi, è stata creata una lista che ambisce ad of-
frire informazioni immediate su quali OE hanno mostrato i più importanti effetti 
nematocidi e a quali concentrazioni. La tabella si pone come obiettivo quello di 
fornire uno strumento utile a chi è interessato a trovare alternative sostenibili 
alle sostanze chimiche convenzionalmente usate in agricoltura. 

Conclusioni. La tematica di utilizzo di OE contro i nematodi sembra es-
sere un tema con notevoli prospettive di ricerca per un futuro più green. 
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Figura 1. A) Campo di melissa. B) Melissa con ‘spot’ clorotici sulle 
foglie. C) Taglio delle piante. D) I sacchi con le porzioni recise sono 
trasferiti al Giardino delle Erbe di Casola Valsenio. 



giugno 2023    natural 1 t 61

(3) van Eck N.J., Waltman L. (2010) - Software survey: VOSviewer, a computer program for 
bibliometric mapping. Scientometrics, 84: 523-538.

Parole chiave. Oli essenziali, Attività nematicida, Agricoltura sostenibile, VOSviewer

PRODUZIONE E IMPIEGO DI OLI ESSENZIALI NELLA 
PROTEZIONE DA FITOFAGI E MALATTIE E SU NEMATODI 
BIOINDICATORI TERRICOLI IN ORTICOLTURA BIOLOGICA 

E. Grassi1, M.A. Abulebda Abdalhadi2, M.C. Battistelli2, L. Catani1, F. Foglietta6, 
D. Fraternale1, M. Gasparini4, L. Guidi1, L. Papi3, P. Riolo2, G. Romanazzi2, 

G. Sperandio2, F. Semprucci1, S. Simonetti5

¹Università degli Studi di Urbino, Dipartimento di Scienze Biomolecolari, Urbino (PU), Italia
2Università Politecnica delle Marche, Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari ed 
Ambientali, Ancona (AN), Italia
3Undicesimaora Società Cooperativa Sociale Onlus, Senigallia (AN), Italia
4Azienda Agricola di Gasparini Matteo, Trecastelli (AN), Italia
5Azienda Agricola Verde Naturale di Sara Simonetti, Corinaldo (AN), Italia
6Perito Agrario studio di consulenza libero professionale, Urbino (PU), Italia
e.mail: e.grassi5@campus.uniurb.it

Introduzione. L’uso intensivo di fitofarmaci chimici in agricoltura potrebbe 
causare alterazioni del suolo, con un conseguente depauperamento delle 
risorse ambientali ad esso connesso e squilibri nel funzionamento eco-
sistemico. Per porre rimedio alle conseguenze del sovrasfruttamento del 
suolo e tutelare le produzioni agricole devono essere perseguite sia la ridu-
zione dell’impatto umano, sia la tutela della biodiversità, usando in modo 
efficace le risorse all’interno di un’economia circolare. 
Una possibile strategia può risiedere nell’uso degli oli essenziali (OE), me-
taboliti secondari delle piante, in particolare monoterpeni e sesquiterpe-
ni, che in natura provvedono a difendere la pianta dagli attacchi di virus, 
batteri, funghi, acari e insetti. È per questo motivo che nasce il gruppo 
operativo OLI ESSENZIALI MARCHE che vede in collaborazione 5 partner tra 
aziende marchigiane e atenei: l’azienda capofila Undicesimaora, Società 
Cooperativa Sociale Onlus, a cui si aggiungono l’Azienda Agricola Verde 
Naturale di Sara Simonetti, l’Azienda Agricola di Gasparini Matteo, l’Univer-
sità degli Studi di Urbino e l’Università Politecnica delle Marche.
Lo scopo del progetto OliEssBIO (Finanziato nell’ambito del PSR MARCHE 
2014/2022 - Sottomisura 16.1 Azione 2 - ID. 59670) è quello di utilizzare 
alcuni OE prodotti dai partner di progetto e dimostrare che il loro impiego, 
in aziende che operano in agricoltura biologica e/o integrata, possa rappre-
sentare una valida alternativa ai prodotti chimici di sintesi nella protezione 
delle colture ortive da parassiti e da malattie crittogamiche. 

Materiali e Metodi. Gli esperimenti in azienda prevedono trattamenti con 
OE ad azione fungicida e/o insetticida, per contrastare la comparsa di ma-
lattie ed attacchi di fitofagi che impattano maggiormente le colture orticole, 
nel tentativo di ridurre le possibili ripercussioni economiche per le aziende. 
Inoltre, sarà parallelamente effettuata la valutazione degli effetti dei trat-
tamenti su nematodi terricoli bioindicatori, al fine di valutare in ogni fase 
il possibile effetto degli OE sulla biodiversità della nematofauna terrestre. 
Conclusioni. Le ricadute socio-economiche del progetto rispondono all’e-
sigenza delle aziende di avere a disposizione prodotti più sostenibili, senza 
residui di prodotti chimici, che al contempo garantiscano una produzione 
di buona quantità e qualità.
 
Parole chiave. Oli essenziali, Controllo di malattie e parassiti, Orticoltura, Conservazione 
della biodiversità, Nematodi bioindicatori
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Introduzione. Tra le infezioni ad eziologia microbica, le infezioni fungine 
contribuiscano in modo sostanziale alla morbilità e alla mortalità umana, 
diventando una grave problema di salute pubblica, poiché possono a volte 
risultare difficili da trattare. Gli agenti fungini predominanti includono spe-
cie di Aspergillus e Candida, in particolare Aspergillus fumigatus (micete 
filamentoso) e Candida krusei (lievito) che risultano resistenti ai più comuni 
farmaci antifungini usati. Nonostante i costanti progressi nella terapia, la 
crescente minaccia di resistenza ai farmaci antimicrobici ha stimolato la 
ricerca di nuove alternative terapeutiche, inclusi gli oli essenziali (OE) ormai 
riconosciuti per il loro ruolo antimicrobico nei confronti di batteri, funghi e 
virus. In questo studio, abbiamo valutato l’attività antifungina di cinque OE 
commerciali (Flora, Italia) nei confronti di ceppi di Aspergillus fumigatus e 
Candida krusei di isolamento clinico, paragonandola con quella di itraco-
nazolo (ITZ), voriconazolo (VRC) e amfotericina B (AMB), tra i più comuni 
farmaci antifungini usati in terapia delle aspergillosi e candidosi. 

Materiali e Metodi. Sono stati valutati gli OE di chiodi di garofano (Eugenia 
caryophyllata), geranio (Pelargonium graveolens), lavanda vera (Lavandu-
la officinalis), origano (Origanum vulgare) e timo rosso a timolo (26,52%; 
Thymus vulgaris). Gli OE e i farmaci sono stati saggiati nei confronti di sei 
ceppi di A. fumigatus e sei ceppi di C. krusei di isolamento clinico. L’attività 
antifungina è stata determinata mediante microdiluizione in brodo e, per 
i ceppi di A. fumigatus, anche mediante aromatogramma. Abbiamo valu-
tato la Minima Concentrazione Inibente (MIC) e la Minima Concentrazione 
Fungicida (MFC) degli OE e farmaci secondo le linee guida del Clinical & 
Laboratory Standards Institute (CLSI), con alcune modifiche per gli OE. Le 
concentrazioni finali degli OE andavano dall’1% allo 0,0078% (v/v).

Risultati. Tutti i ceppi di aspergillo saggiati sono risultati resistenti a ITZ 
e/o AMB (breakpoint R>2µg/ml), mentre i ceppi di C. krusei sono risultati 
resistenti al VRC. Per quanto riguarda gli OE, il geranio e i chiodi di garofano 
sono stati gli OE con la migliore attività contro tutti i funghi saggiati. Infatti, 
il valore di MIC dell’OE di geranio è stato dello 0,06-0,125% (v/v) contro A. 
fumigatus e C. krusei, mentre la MIC dell’OE di chiodi di garofano è stata 
dello 0,125% (v/v) sia per A. fumigatus (Tab.1) che per C. krusei. La MFC 
è risultata di 1-2 volte superiore alla MIC, indicando un’azione fungistatica 
degli OE saggiati in particolare per i ceppi di A. fumigatus. L’aromatogram-

Tabella 1. Minima Concentrazione Inibente (MIC) di itraconazolo (ITZ), amfo-
tericina B (AMB) (μg/ml) e di oli essenziali (OE) di Eugenia caryophyllata, 
Pelargonium graveolens, Lavandula officinalis, Origanum vulgare, Thymus 
vulgaris a timolo (26,52%) nei confronti di Aspergillus fumigatus.
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ma ha confermato l’attività antifungina di questi due OE, mostrando inibi-
zione significativa della crescita. 

Discussione e Conclusioni. I dati ottenuti indicano una buona attività 
antifungina di alcuni OE nei confronti di aspergilli e candide resistenti ai 
farmaci convenzionali. I risultati di questo lavoro supportano la ricerca di 
terapie alternative o complementari basate sugli oli essenziali.

Parole chiave. Aspergillus fumigatus, Candida krusei, Oli essenziali, Attività antifungina
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Introduzione. In Europa negli ultimi decenni le api da miele (Apis mellife-
ra) sono diminuite del 70% e anche la loro aspettativa di vita si è ridotta 
notevolmente. Il cambiamento dell’habitat, l’inquinamento ambientale, l’a-
gricoltura intensiva e l’uso diffuso di pesticidi sono le cause dell’indeboli-
mento, collasso e morte di intere colonie. Anche le malattie delle api contri-
buiscono al decremento della popolazione. Tra queste, la varroasi causata 
dall’acaro Varroa destructor e la peste europea causata da Melissococcus 
plutonius rappresentano le più grandi minacce per gli apicoltori.  La varroa 
agisce anche come vettore di numerosi virus che causano gravi malattie. 
Scopo della presente ricerca è quello di valutare in apiario l’efficacia degli 
oli essenziali di cannella e origano come acaricidi e antimicrobici naturali.

Materiali e Metodi. Un totale di 24 arnie, collocate all’interno del Parco 
della Maremma a Grosseto, sono state suddivise in modo casuale in sei 
gruppi di uguale numerosità (Fig. 1). Quattro gruppi sono stati alimenta-
ti con sciroppo di glucosio e fruttosio addizionato con olio essenziale di 
cannella (Cinnamomum zeylanicum) (gruppo CAN), con olio essenziale di 
origano (Origanum vulgaris) (gruppo ORI), con una miscela di entrambi gli 
oli (gruppo CAN+ORI), o con succhi di frutta multivitaminici (gruppo FRU). 
Gli ultimi due gruppi (controlli) sono stati alimentate con lo sciroppo non 
addizionato e sottoposti al trattamento con acido ossalico (metodo tradi-
zionale, gruppo OSS) o lasciate non trattate (gruppo UNT).  Gli sciroppi 
(addizionati e non) sono stati somministrati per un totale di tre volte, con 
intervalli di 10 giorni. Durante il corso della sperimentazione sono stati 
valutati periodicamente i livelli di infestazione da acaro e lo stato di salute 
delle famiglie attraverso la ricerca, mediante saggi PCR, del genoma (RNA 
o DNA) dei principali patogeni delle api: i virus delle ali deformate (DWV), 
della paralisi acuta (APV) e cronica (CPV), della covata a sacco (SBV), della 
cella reale nera (BQCV), il fungo Nosema e i batteri responsabili della peste 
europea (M. plutonius) e della peste americana (Paenibacillus larvae).

Risultati. L’infestazione da acaro è stata trovata in tutte le famiglie e du-
rante tutta la sperimentazione. I gruppi CAN e FRU presentavano comun-
que i livelli di infestazione più bassi sia al termine del terzo trattamento, sia 
a distanza di due mesi dall’ultimo trattamento. Il genoma dei virus DWV, 
APC, CPV e BQCV è stato evidenziato in quasi tutte le famiglie. Il genoma 
della peste europea è stato trovato nelle sole api campionate dai gruppi di 

controllo (OSS e UNT). Il genoma del fungo Nosema e quello della peste 
americana non sono stati invece mai rilevati. Le famiglie più produttive di 
miele al termine dei tre trattamenti risultavano quelle trattate con gli oli 
essenziali (gruppi CAN, ORI e CAN+ORI). A distanza di due mesi dall’ultima 
somministrazione, le arnie trattate con gli oli essenziali si confermavano le 
più produttive, insieme al gruppo FRU.

Discussione e Conclusioni. Negli ultimi anni è stata osservata una cre-
scente diminuzione di efficacia degli acaricidi (per es. flumetrina, cumafos, 
acido ossalico...). Inoltre, gli acaricidi sono sostanze chimiche che possono 
accumularsi come residui nel miele e nelle altre matrici apistiche. Pertan-
to, lo sviluppo di strategie naturali per combattere le malattie in apiario è 
diventato urgente. I risultati preliminari del nostro studio suggeriscono l’ef-
ficacia degli oli essenziali di cannella e origano nei confronti della varroa, 
senza compromettere la produttività delle famiglie.

Progetto ISS-Associazione Apicoltori ASGA  2022-2024: “Sviluppo di 
strategie naturali per combattere il parassita Varroa destructor e potenziare 
la risposta immunitaria dell’ape mellifera”

Parole chiave. Apis mellifera, oli essenziali, Varroa destructor, Peste, Virus
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Introduzione. Le proprietà farmacologiche attribuite agli oli essenziali 
sono principalmente l’azione antisettica, antibatterica, antivirale e quella 
antinfettiva. Tuttavia, recentemente è stato riportato che alcuni di essi pos-
siedono proprietà antitumorali e sono in grado di aumentare la sensibilità 
delle cellule neoplastiche alla chemioterapia. Questa loro caratteristica ha 
riconquistato l’attenzione dei ricercatori e la loro possibile applicazione nel-
la terapia antitumorale rappresenta ora un’area di ricerca in forte crescita.
STAT3 è un fattore di trascrizione nucleare che regola l’espressione dei 

Figura 1. Sperimentazione in 
apiario degli oli essenziali.
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geni coinvolti nel ciclo cellulare, nella sopravvivenza cellulare e nella ri-
sposta immunitaria. Negli ultimi anni, l’attivazione alterata della sua via 
di segnale è stata individuata come una delle cause dell’insorgenza e 
dello sviluppo di tumori, identificando STAT3 come un nuovo target te-
rapeutico per lo sviluppo di strategie coadiuvanti alla terapia classica.

Materiali e Metodi. In questo lavoro è stata valutata l’attività an-
ti-STAT3 dell’olio essenziale di Pinus mugo (PMEO). La linea cellulare 
di tumore alla prostata DU145, caratterizzata dalla presenza di STAT3 
costitutivamente attivato, è stata trattata con 25, 50 e 100 mg/mL di 
PMEO. L’analisi della modulazione delle modifiche post-traduzionali di 
STAT3 e dell’espressione delle proteine regolate da STAT3 è stata ef-
fettuata con Western Blot mentre l’analisi dell’espressione genica con 
Real Time PCR. Inoltre, la variazione dello stato redox intracellulare 
indotta da PMEO è stata valutata mediante saggi spettrofotometrici. 
Infine, i markers apoptotici sono stati valutati con FACS e Western Blot.

Risultati e Discussione. I dati ottenuti dimostrano che PMEO inibisce 
l’attivazione di STAT3 con IC50 = 25mg/mL in entrambe le linee cel-
lulari utilizzate portando alla diminuzione dell’espressione di proteine 
anti-apoptotiche ed anti-proliferative ad esso legate. Il meccanismo 
molecolare dell’attività anti-STAT3 è legato alla capacità pro-ossidante 
dell’olio essenziale e alla natura redox sensibile di STAT3. Infatti, il trat-
tamento con 50 mg/mL di PMEO induce un aumento della concentra-
zione dei ROS intracellulari e un rapido calo del livello di GSH citosolico.  
Il conseguente effetto biologico dell’inattivazione di STAT3 è la morte 
cellulare (IC50=70 mg/mL e 50 mg/mL a 24 e 48 ore rispettivamente). 

Conclusioni. Questo lavoro evidenzia l’importanza della via di segnale 
di STAT3 nell’azione citotossica del PMEO e costituisce un punto di 
partenza per lo sviluppo di una terapia adiuvante alla chemioterapia ad 
oggi in uso, permettendo di limitarne gli effetti tossici collaterali. Una 
rappresentazione grafica dell’attività biologica di PMEO è riportata in 
Figura 1.

Parole chiave. Pinus mugo, Olio essenziale, STAT3
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Introduzione. La cimice marmorata, Halyomorpha halys Stål, è originaria 
dell’Asia orientale, ma si è ampiamente diffusa in Europa e Nord Ameri-

ca. Halyomorpha halys è una specie polifaga, che si nutre di numerose 
piante causando ingenti danni a importanti prodotti agricoli come mele, 
pere, ciliegie, fagioli, mais e soia. È noto che le interazioni simbiotiche fra 
microrganismi e insetti sono di grande rilievo per la normale crescita, lo 
sviluppo e la sopravvivenza degli insetti ospiti, spesso fornendo nutrienti 
non disponibili nella loro dieta (1). In H. halys i microrganismi simbionti 
sono stati evidenziati nell’intestino medio, ma anche in associazione con 
le uova, suggerendo una modalità di trasmissione dei simbionti attraverso 
eredità materna verticale (2). I simbionti delle uova sembrano in stretto 
rapporto con la fitness delle cimici. Lo scopo del presente lavoro è stato lo 
studio dell’efficacia dell’idrolato di fiori di Citrus aurantium L. var. amara, 
che ha proprietà antimicrobiche (3), per contrastare lo sviluppo di H. halys 
analizzando sia l’effetto sui simbionti delle uova sia sui vari stadi di svilup-
po dopo esposizione all’idrolato.

Materiali e Metodi. Sono state saggiate ovature di H. halys esposte al 
GELYD (4) [gellano al 2% addizionato di 50 o 75% di idrolato di C. au-
rantium amara (Erboristeria Magentina®, Poirino, TO]. Per l’allevamento 
sono stati utilizzati contenitori in polimetilmetacrilato da 30x45x45 cm, 
aventi due aperture coperte da una rete metallica. È stata monitorata la 
crescita degli insetti fino al II stadio di neanidi. Per il saggio microbiologi-
co sono state eseguite conte vitali delle ovature in Luria Bertani medium 
con incubazione a 27°C in aerobiosi.

Risultati. La formulazione GELYD ha permesso il lento e costante rilascio 
in atmosfera di vapori di idrolato (effetto fumigante). Dal punto di vista 
microbiologico non ci sono stati risultati significativi sul numero di sim-
bionti presenti nelle uova trattate rispetto a quelle di controllo anche se è 
stato rilevato un trend di diminuzione del numero di microrganismi nelle 
uova esposte all’idrolato di arancio. È stato osservato che il GELYD non 
ha avuto effetto sul numero di uova schiuse mentre ha provocato una 
riduzione significativa del tempo di sviluppo da uovo ad adulto (analisi 
della varianza semplice; p value = 0,047). Non sono stati rilevati effetti 
significativi sulla fecondità delle femmine sia di prima che di seconda 
generazione.

Discussione e Conclusioni. Questo studio, anche se ha evidenziato solo 
effetti limitati dell’idrolato di arancio come possibile insetticida contro la 
cimice asiatica, è tuttavia importante per la messa a punto di un proto-
collo di fumigazione per il saggio di sostanze naturali sugli insetti che 
potrà avere futuri sviluppi per studi con altre sostanze naturali. Questo 
studio apre prospettive interessanti per l’incremento della sostenibilità 
dei programmi di controllo biologico e integrato attualmente impiegato 
su insetti dannosi.

Studio condotto nell’ambito del Centro Nazionale Agritech, finanziato 
dall’Unione Europea – NextGenerationEU (PIANO NAZIONALE DI RIPRESA 
E RESILIENZA (PNRR) – MISSIONE 4 COMPONENTE 2, INVESTIMENTO 
1.4 - D.D. 1032 17/06/2022, CN00000022). I punti di vista e le opinioni 
espresse sono tuttavia solo quelli degli autori e non riflettono necessa-
riamente quelli dell’Unione europea o della Commissione europea. Né 
l’Unione Europea né la Commissione Europea possono essere ritenute 
responsabili per essi.
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Figura 1. Olio essenziale di Pinus mugo (PMEO) induce stress 
ossidativo intracellulare modulando negativamente l’attivazio-
ne costitutiva di STAT3 con conseguente morte apoptotica e 
inibizione della migrazione delle cellule tumorali.
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Introduzione. Araujia sericifera Brot è una infestante dicotiledone di ori-
gine sudamericana (1). La sua elevata capacità di adattamento, soprat-
tutto nelle aree vicine al mare (2) la rende una infestante molto aggres-
siva, capace di insediarsi tanto in ambienti alterati (campi coltivati) come 
in ambienti naturali, ed è particolarmente pericolosa negli allevamenti di 
agrumi, dove colonizza completamente l’albero (2). Nel presente lavoro, 
si è studiata l’attività erbicida in vitro degli oli essenziali (OE) di Laurus 
nobilis L., Myrtus communis L., Citrus sinensis (L.) Osbeck e Citrus limon 
(L.) Osbeck per il controllo di A. sericifera.

Materiali e Metodi. Per l’estrazione degli OE, foglie di Laurus nobilis L., 
Myrtus communis L. e Citrus sinensis (L.) Osbeck varietà Navelina sono 
state raccolte nei giardini e nei campi di Moncada (provincia di Valencia, 
Spagna), e foglie di Citrus limon (L.) Osbeck varietà Eureka dall’agrumeto 
dell’Universitat Politècnica di València, all’inizio di marzo 2010. Gli OE 
sono stati analizzati con gascromatografia-spettrometria di massa. Dieci 
semi di A. sericifera sono stati seminati in piastre Petri (9 cm diametro), 
e trattati con 4 mL di acqua distillata (controllo) e le corrispondenti so-
luzioni degli OE testati: 0,125, 0,25, 0,5 e 1μL/mL (10 ripetizioni sono 
state eseguite per ogni trattamento). I semi sono stati incubati in camera 
di germinazione a 30,0 ± 0,1 ºC 16 ore di luce e 20,0 ± 0,1 ºC 8 ore di 
oscurità. Per valutare l’attività erbicida degli OE la germinazione dei semi 
è stata rilevata 3, 5, 7, 10 e 14 giorni dopo i trattamenti. I dati sono stati 
analizzati applicando un’analisi della varianza (ANOVA), seguita dal test 
di confronto multiplo di Fisher (LSD, Least Significant Difference) per la 
separazione delle medie, con un livello di confidenza del 95% (P≤0,05).

Risultati. La massima efficienza nel ridurre la germinazione di A. se-
ricifera è stata raggiunta con l’OE di limone (Tab. 1), che ha permesso 
di ottenere un’inibizione del 100% a partire dalla dose di 0,25 μL/mL. 
L’OE di arancia ha raggiunto un’inibizione del 93% con la massima dose 
testata (1 μL/mL). L’OE di mirto ha conseguito un’inibizione dell’85% con 
la dose di 1 μL/mL, senza differenze significative con la dose di 0,5 μL/

mL. L’OE di alloro è stato il più inefficace, ottenendo una riduzione del 
44% con la dose di 1 μL/mL.

Discussione. Questi OE sono stati testati su altre specie e hanno dimo-
strato la sua attività erbicida: l’OE di alloro ha inibito completamente la 
germinazione di Amaranthus retroflexus (3); l’OE di mirto ha ridotto la 
germinazione e la crescita delle piantine di diverse infestanti (4); l’OE di 
arancio ha inibito la germinazione di Euphorbia heterophylla (5) e l’OE di 
limone ha ridotto significativamente la germinazione di Raphanus sativus 
(6). 

Conclusioni. Tutti gli OE testati hanno dimostrato un’ottima capacità di 
inibire la germinazione di A. sericifera, in particolare gli OE degli agrumi. 
I risultati conseguiti dimostrano che gli OE sono uno strumento efficace 
per il controllo delle infestanti, anche quelle invasive.
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Introduzione. La resistenza dei batteri agli antibiotici è un’emergenza 
globale perché minaccia la vita di milioni di persone. L’uso prolungato, 
eccessivo e non regolamentato per decenni dei farmaci antibiotici ha 
provocato la selezione di ceppi resistenti e multiresistenti agli antibiotici 
usati in medicina, rendendo così inefficaci i trattamenti terapeutici. Molti 
ricercatori stanno studiando il modo per fermare questa emergenza me-
diante la ricerca di nuovi agenti antibatterici. In questo studio abbiamo 
valutato le proprietà antibatteriche di alcuni degli oli essenziali più utiliz-
zati nei confronti di diversi patogeni batterici Gram-positivi e Gram-ne-
gativi di interesse clinico.

Tabella 1. Percentuali di germinazione 
dei semi di Araujia sericifera trattati 

con oli di Citrus sinensis, Laurus nobilis, 
Myrtus communis e Citrus limon.
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Materiali e Metodi. Sono stati inclusi nello studio un totale di 14 pato-
geni batterici che comprendevano sia ceppi di referenza (n=9), sia ceppi 
di campo isolati da animali infetti (n=5). Di questi patogeni, nove erano 
Gram-positivi – Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ATCC 
6538 e ATCC 16805, S. chromogenes, S. epidermidis, S. intermedius, 
Streptococcus dysgalactiae, S. agalactiae LMG 14838 e S. uberis LMG 
7930 - e cinque Gram-negativi – Enterococcus faecalis ATCC 2912, 
Salmonella Thyphimurium 1420 e 1344, Escherichia coli e E. coli ATCC 
25922). Mediante il metodo dello spot su agar (1) è stata testata la sen-
sibilità dei batteri a 18 diversi oli essenziali tal quali su due differenti 
terreni di coltura solidi: Brain Heart Infusion (BHI) e Mueller-Hinton (MH). 
Gli oli essenziali includevano: cannella (Cinnamomum verum), bergamot-
to (Citrus bergamia), limone (Citrus limon), cumino (Cuminum cyminum), 
ginepro (Juniperus), lavanda (Lavandula officinalis), alloro (Laurus no-
bilis), melaleuca (Melaleuca alternifolia), menta (Mentha piperita), mirto 
(Myrtus  communis), basilico (Ocimum basilicum), origano (Origanum 
vulgare), pepe nero (Piper nigrum), rosmarino (Salvia rosmarinus), salvia 
(Salvia officinalis), chiodi di garofano (Syzygium aromaticum), timo (Thy-
mus vulgaris) e zenzero (Zingiber officinale). Le proprietà antibatteriche 
sono state valutate misurando l’alone di inibizione formatosi dopo 24 ore, 
48 ore e 7 giorni di incubazione a 37 °C.

Risultati. I risultati ottenuti sui due diversi terreni di coltura sono stati 
molto simili fra loro, con poche eccezioni. Il terreno BHI ha consentito 
di evidenziare un maggior numero di oli essenziali efficaci nei confronti 
di L. monocytogenes, S. epidermidis, S. dysgalactiae, S. Thyphimurium 
1344 e E. coli ATCC 25922; il terreno MH invece lo è stato nei confronti 
di E. faecalis e di entrambi i ceppi di S. aureus. In generale, i batteri 
Gram-positivi sono risultati sensibili ad un maggior numero di oli essen-
ziali, rispetto ai Gram-negativi. Gli oli essenziali di origano, timo e mela-
leuca sono risultati i più efficaci, su entrambi i terreni utilizzati (Fig. 1). 
Infine, l’attività antibatterica si è dimostrata, per la maggior parte degli 
oli, stabile nel tempo. 

Discussione e Conclusioni. Non esistono metodi ufficiali per la valu-
tazione in vitro delle proprietà antibatteriche degli oli essenziali. Sono 
descritti una grande varietà di metodi, sia in terreno liquido sia in terreno 
solido. In questo studio gli oli essenziali hanno mostrato proprietà an-
tibatteriche su entrambi i terreni BHI e MH solidi, sebbene con piccole 
variazioni. Inoltre, gli oli essenziali di cannella, timo e melaleuca sono 
risultati i più efficaci e con il più ampio spettro di azione.   
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Introduzione. L’emergenza globale dell’antimicrobico-resistenza, unita-
mente al ridotto sviluppo di nuove molecole antibiotiche, rappresenta un 
grave problema di salute pubblica che richiede urgenti strategie di inter-
vento. Una prospettiva promettente è rappresentata dalla possibilità di 
combinare oli essenziali o loro componenti con gli antibiotici. Tra i com-
ponenti di molti oli essenziali, il carvacrolo emerge per le sue proprietà 
biologiche, tra le quali l’attività antimicrobica nei confronti di microrganismi 
sia in fase planctonica che sotto forma di biofilm. Scopo di questo studio è 
ampliare le conoscenze e valutare i possibili effetti sinergici o additivi del 
carvacrolo in associazione con ofloxacina o gentamicina.

Materiali e Metodi. I microorganismi usati in questo studio sono stati i 
seguenti: Escherichia coli ATCC 10536, E. coli DSM 105388 produttore di 
ESBL, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, P. aeruginosa DSM 102273 
produttore di VIM-2 e Acinetobacter baumannii DSM 106838 multiresi-
stente. La MIC del carvacrolo, ofloxacina e gentamicina sono state de-
terminate mediante il metodo delle microdiluizioni in brodo secondo le 
procedure standard stabilite dal CLSI (2018). L’attività del carvacrolo in 
associazione con ofloxacina o gentamicina è stata determinata mediante 
il metodo del checkerboard. La combinazione è stata valutata attraverso la 
determinazione del FICI interpretato in accordo con le seguenti linee guida 
EUCAST (2000): effetto sinergico FICI ≤ 0.5; effetto additivo FICI >0.5 - ≤ 1; 
indifferenza FICI >1 - < 2; antagonismo FICI ≥ 2. 

Risultati. I valori di MIC sono risultati compresi nei seguenti range: 0,015 
- 0,5% per il carvacrolo, 0,03 - 128 µg/mL per l’ofloxacina e 0,5 - 128 µg/
mL per la gentamicina. E. coli DSM 105388, P. aeruginosa DSM 102273 
e A. baumannii DSM 106838 sono risultati resistenti ad entrambi gli an-
tibiotici. La combinazione carvacrolo-ofloxacina ha mostrato sinergia nei 
confronti di P. aeruginosa DSM 102273 e A. baumannii (FICI = 0.5) ed un 
effetto additivo (FICI = 0.75-1) nei confronti di P. aeruginosa ATCC 9027 ed 
E. coli. Un effetto sinergico è stato individuato anche per la combinazione 
carvacrolo-gentamicina nei confronti di E. coli ATCC 10536 e di entrambi i 
ceppi di P. aeruginosa (FICI = 0.37 - 0.50), con una riduzione dei valori di 
MIC dell’antibiotico di 4 - 8 volte. La stessa associazione è risultata additiva 
(FICI = 0.75) nei confronti di E. coli DSM 105388. Il fenomeno dell’antago-
nismo non è stato osservato per alcun ceppo. 

Discussione e Conclusioni. La sinergia rilevata nell’associazione car-
vacrolo-ofloxacina e carvacrolo-gentamicina consente di ridurre la dose 

Figura 1. Test dello spot degli oli essenziali su terreno solido.
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minima efficace di antibiotico e moderarne gli effetti negativi. I risul-
tati di questo studio sono promettenti per future opzioni di trattamento 
combinato nei confronti delle infezioni causate da batteri Gram negativi 
antibiotico-resistenti. Le combinazioni più efficaci saranno intrappolate 
in sistemi nanostrutturati per una maggiore stabilità e rilascio control-
lato dei principi attivi. 

Parole chiave. Antimicrobico-resistenza, Batteri Gram-negativi, Carvacrolo, Ofloxa-
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Introduzione. Pseudomonas aeruginosa è un patogeno opportunista 
responsabile di infezioni nosocomiali, spesso coinvolto nelle infezioni 
delle vie aeree dei pazienti affetti da fibrosi cistica (FC) (1). La virulenza 
di P. aeruginosa è correlata alla sua capacità di formare biofilm, alla 
sua motilità, esplicata attraverso diverse strategie, e alla produzione 
di tossine (2). L’espressione di questi fattori di virulenza è finemente 
controllata dal quorum sensing (QS) (3). L’inibizione del sistema QS è 
considerata una nuova strategia per lo sviluppo di composti anti-viru-
lenza che agiscono su specifici programmi di patogenicità batterica 
senza influire sulla vitalità batterica. In questo scenario, gli oli essen-
ziali (OE) hanno acquisito notorietà per il loro ruolo nella modulazione 
del fenotipo, inclusa la modulazione della virulenza (4,5).

Materiali e Metodi. In questo studio è stata analizzata l’attività dell’o-
lio essenziale estratto da Coridothymus capitatus (CCOE) contro speci-
fici fattori di virulenza prodotti da P. aeruginosa isolati da pazienti affetti 
da FC. L’effetto del CCOE è stato studiato sia nel test di pre-adesione 
(formazione del biofilm) che sul biofilm maturo. Inoltre, è stato valutato 
l’effetto del CCOE anche su altri fattori di virulenza come la produzione 
di piocianina e la motilità swarming e swimming.

Risultati. I risultati ottenuti hanno dimostrato che il CCOE è in grado 
di inibire sia la formazione de novo del biofilm che di ridurre il biofilm 
maturo. Su ceppi selezionati è stata condotta un’analisi morfologica 
mediante microscopia elettronica a scansione (SEM) che ci ha forni-
to interessanti informazioni sull’azione del CCOE. Il trattamento con il 
CCOE ha mostrato una drastica modifica della struttura della matrice 
extracellulare (ECM) del biofilm, indipendentemente dalle peculiarità 
strutturali di ciascun isolato clinico. I nostri risultati hanno mostrato 
una drastica riduzione della produzione del fattore di virulenza piocia-
nina per tutti i ceppi analizzati in presenza del CCEO. Inoltre, il CCOE ha 
mostrato la capacità di influenzare fortemente la motilità swarming e 
swimming di P. aeruginosa, riducendola drasticamente. 

Discussione e Conclusioni. Una spiegazione plausibile di questi risul-
tati può essere trovata nella composizione chimica del CCOE, partico-
larmente ricco in carvacrolo (61%); esso è, infatti, noto in letteratura 

per la sua capacità di ridurre la virulenza inibendo la cascata del QS. 
In considerazione dei risultati ottenuti sui ceppi clinici isolati da pa-
zienti affetti da FC, il CCOE potrebbe essere considerato un potenziale 
candidato per limitare la virulenza di P. aeruginosa in questa tipologia 
di infezioni.
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Introduzione. Molte specie del genere Eucalyptus si sono diffuse am-
piamente dal loro areale originario e sono oggi coltivate in tutto il mondo, 
soprattutto a scopo di rimboschimento e ripristino ambientale, come 
è avvenuto ad esempio in Tunisia. La crescente consapevolezza della 
presenza di molecole bioattive, soprattutto nelle loro frazioni volatili, 
rende le piante di questo genere un solido punto di partenza per ot-
tenere prodotti utili a molti settori, in primis quello sanitario e quello 
agricolo.

Materiali e Metodi. Foglie raccolte da cinque specie di eucalipto col-
tivate in Tunisia (E. alba, E. eugenioides, E. fasciculosa, E. robusta e 
E. stoatei), sono state osservate allo stereomicroscopio per valutare 
le caratteristiche macro-morfologiche e tramite microscopia ottica 
(LM) ed elettronica a scansione (SEM) per valutare quelle micro-mor-
fologiche. Gli oli essenziali sono stati ottenuti tramite idrodistillazio-
ne e la loro composizione è stata determinata tramite metodiche di 
gascromatografia associata a spettrometria di massa (GC-MS). L’at-
tività antiossidante è stata determinata utilizzando i saggi al 2,2-dife-
nil-1-picrylidrazyl (DPPH), saggio con acido 2,2’-azino-bis (3-etilben-
zotiazolin-6-solfonico) (ABTS), test di vitalità cellulare, misurazione di 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) e quantificazione di nitriti. 
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Risultati. L’analisi macro-morfologica 
ha evidenziato come le cinque specie 
presentano foglie adulte con forme e ca-
ratteristiche diverse. L’analisi micro-mor-
fologica ha evidenziato invece elementi 
comuni a livello strutturale (Fig. 1). Sono 
stati identificati 31 componenti degli oli 
essenziali: in tutti i campioni, ad ecce-
zione di E. alba, predominano i mono-
terpeni con l’eucaliptolo come maggiore 
costituente, mentre in E. alba il compo-
nente principale è l’α-pinene. I saggi 
biologici hanno evidenziato una forte 
attività antiossidante di tutti i campioni 
che, d’altro canto non hanno influenzato 
in modo significativo la vitalità cellula-
re. Inoltre, il pretrattamento delle cel-
lule con gli oli essenziali ha soppresso 
la produzione cellulare di ROS in modo 
marcato come pure la produzione di 
ossido nitrico cellulare, dimostrandone 
l’effetto antiossidante. 

Discussione. Le osservazioni macro e 
micro-morfologiche confermano i dati 
di letteratura per quanto riguarda la 
struttura fogliare, mentre evidenziano 
differenze rispetto alla localizzazione 
delle cavità secretorie. Escludendo E. 
alba, la composizione degli oli essenziali 
studiati differisce da quelle riportate in 
letteratura, peraltro abbastanza scarsa. 
Pochi sono anche gli studi sull’attività 
antiossidante degli oli essenziali. La loro 
marcata attività antiossidante potrebbe 
essere ascritta all’elevato contenuto 
percentuale in monoterpeni e alla loro 
azione sinergica (1). In letteratura non 
sono disponibili studi di valutazione 
di attività antiossidante a livello cellu-
lare effettuati sulle specie in esame. 
Sono presenti però altri studi (2-4) che 
evidenziano attività antinfiammatoria, 
attraverso differenti meccanismi cellu-
lari, di oli essenziali di diverse specie di 
eucalipto.

Conclusioni. Le proprietà antiossidan-
ti e l’attività antinfiammatoria in vitro 
dimostrate nel presente studio, sugge-
riscono che questi oli essenziali di eu-
calipto possono essere considerati una 
promettente strada per il disegno di stra-
tegie terapeutiche per alcune patologie 
infiammatorie. 
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Introduzione. La sicurezza microbiologica del prodotto cosmetico è un 
importante adempimento normativo che si applica alla produzione e ven-
dita dei prodotti cosmetici in forza del Regolamento (CE) n. 1223/2009. 
Questo, oltre al rispetto delle norme di buona fabbricazione e al controllo 
microbiologico del prodotto cosmetico immesso nel mercato, prevede 
la verifica dell’efficacia del sistema conservante mediante Challenge 
Test, un test che simula lo scenario di un possibile inquinamento del 
cosmetico durante il suo utilizzo da parte del consumatore e che sfida 
la capacità conservante del prodotto mediante inoculo di 5 microorgani-
smi: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Candida albicans ed Aspergillus brasiliensis. In questo studio sono stati 
selezionati una serie di dati relativi alla composizione quali-quantitativa 
di oli essenziali (OE) provenienti da diverse specie botaniche e saggiati 
nei confronti di Aspergillus niger, un fungo che ai fini di questo studio, 
sia per somiglianza genetica che per sensibilità antimicrobica è equipa-
rato ad A. brasiliensis. I dati sono stati raccolti da letteratura scientifica 
(2010–2020), caricati nel database PyEO (eo.3d-qsar.com) e impiegati 
per definire un modello predittivo volto alla realizzazione di miscele di 
OE o componenti puri dotati di una maggiore potenza nei confronti di A. 
niger, per potenziali applicazioni funzionali alla stabilità microbiologica 
del prodotto cosmetico. 

Materiali e Metodi. Da PyEO è stato compilato un dataset di 264 oli 
essenziali con associati i dati di MIC contro A. niger, per un totale di 3118 
componenti chimiche. Mediante la piattaforma Jupyter Notebook e utiliz-
zando il linguaggio Python, il dataset è stato utilizzato per generare una 
serie di modelli con algoritmi machine learning (ML), valutando la ripro-
ducibilità, la predittività e la robustezza con il coefficiente di correlazione 
di Matthews (MCC), utilizzando la tecnica della doppia cross-validazione. 

Risultati e Discussione. Il modello finale è stato ottenuto mediante l’al-
goritmo KNN ed è stato selezionato per il valore massimo di predittività 
utilizzando un valore di threshold di 0,0119% v/v (MIC) per binarizzare il 
dataset in OE attivi (1) e non attivi (0). Il modello ha dimostrato di classi-
ficare i dati del test set con un’accuratezza di oltre l’83% e con un valore 
di MCC, in predizione, di circa 0,7 (Tab. 1). Il modello finale è risultato 
inoltre capace di riclassificare perfettamente i dati del training set (MCCfit 
= 1,0) con un ottimo livello di robustezza (MCCCV = 0,68). Le prove di 
efficacia antimicrobica, espressa come MIC, di miscele progettate con il 
modello finale sono in corso e saranno presentate durante il congresso.

Conclusioni. In questo studio si riporta un’applicazione di tecniche ML 
volte alla progettazione di oli essenziali o di miscele di essi o di miscele 
di componenti puri. L’approccio si propone di utilizzare l’enorme mole 
di dati sperimentali già disponibili in letteratura, ma attualmente difficil-
mente confrontabili per l’eterogeneità dei metodi analitici e delle unità 
di misura utilizzate, per lo studio razionale delle attività di singoli oli es-
senziali in funzione della loro composizione e per la predizione di attività 
di miscele appositamente allestite. I dati preliminari indicano inoltre che 

con questa tecnica sarà possibile affrontare in parte anche il problema 
dell’impiego degli oli essenziali relativamente alla loro standardizzazio-
ne. Si auspica infatti che modelli sempre più rifiniti permetteranno la 
“correzione” di OE. In sostanza, anziché standardizzare la composizione 
chimica, il metodo propone la standardizzazione delle caratteristiche bio-
logiche degli OE.

Parole chiave. Aspergillus niger, Machine Learning, Progettazione di oli essenziali, 
Cosmetici
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Introduction. As a continuation of a previous study and a part of the 
long-running investigation on Mentha suaveolens Ehrh. (Lamiaceae), a 
comparative study on essential oils extracted from the plant material 
harvested in Tarquinia (Viterbo, Italy) is reported herein.

Materials and Methods. Two extraction procedures were investigated: 
hydrodistillation and steam distillation, carried out as continuous and 
fractionated. Both fresh and dried plant materials from two harvests 
were used. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was used 
for the chemical composition analysis. The minimum inhibitory concen-
tration (MIC) was determined by the micro-broth dilution method. 

Results and Discussion. The hydrodistillation method yielded a higher 
amount of essential oil, while as expected dried plant furnished a signifi-
cantly increased content of essential oil per kg of starting plant material. 
The GC-MS analysis confirmed essential oils of M. suaveolens Ehrh. from 
Tarquinia to belong to the piperitenone oxide-rich chemotype. The anal-
ysis of 112 essential oils revealed that in addition to piperitenone oxide, 
piperitenone, p-cymen-8-ol and limonene were among the most present 
compounds through the various samples with relative amounts over 30% 
(Tab. 1). A greater amount of piperitenone oxide was obtained through hi-
drodistillation, while the steam distillation method let to a higher percent-
age of piperitenone and limonene. The essential oils were characterized 
for their anti-Candida albicans efficacy; higher potency was observed 
for the piperitenone oxide abundant samples with MIC values ranging 
from 0.39 to 0.78 mg·mL−1 (0.039% and 0.078% p/v). Nevertheless, as 
piperitenone oxide MIC was found ranging from 6.24 to 12.48 mg mL-1 it 
is conceivable the existence of some synergistic and/or antagonistic ac-
tions among the contained compounds that are likely involved in exerting 
related antifungal activities.
Conclusions. The findings of this paper provide a deeper insight into the 

Tabella	1.	Parametri	di	addestramento	del	dataset	e	coefficienti	stati-
stici	del	modello	di	classificazione	finale.	ML:	machine	learning;	KNN:	
k-nearest neighbors; Valore Soglia: valore soglia di MIC anti Asper-
gillus niger per separare attivi e non attivi; OE Attivi: numero degli 
oli	essenziali	definiti	attivi;	OE	Non	attivi:	numero	di	oli	essenziali	
definiti	non	attivi;	MCCpred:	coefficiente	di	correlazione	di	Matthews	
in	predizione;	MCCCV:	coefficiente	di	correlazione	di	Matthews	in	
cross-validazione;	MCCfit:	coefficiente	di	correlazione	di	Matthews	in	
ricalcolo; ACCpred: accuratezza in predizione.



giugno 2023    natural 1 t 69

essential oil extraction methodology and related chemical variability of 
M. suaveolens Ehrh. Some of the essential oils are very potent against 
C. albicans and can be considered for possible application in therapy.

Keywords. Mentha suaveolens Ehrh., Hydrodistillation, Steam distillation, Anti-Candida 
activity
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Introduzione. Le infezioni fungine da Candida spp. sono molto comuni 
ma difficili da eradicare e spesso determinano recidiva. Queste infezioni 
possono diffondersi e colonizzare vari distretti tissutali, compromettendo 
la funzionalità di diversi organi. I trattamenti farmacologici attualmente 
in uso prevedono una terapia convenzionale con farmaci antimicotici che 
spesso determinano fenomeni di resistenza. Studi recenti hanno messo 
in evidenza come il diclofenac ed altri farmaci antinfiammatori non ste-
roidei (FANS) posseggano un’azione inibente verso molte specie fungine 
del genere Candida, soprattutto durante la formazione del biofilm. Recen-
temente è stata riportata l’attività antifungina di alcuni oli essenziali (OE). 
L’associazione FANS-OE potrebbe rappresentare una valida alternativa per 
il trattamento delle infezioni causate da ceppi di Candida. 
Alla luce dei risultati preliminari da noi precedentemente riportati sull’im-
piego di combinazioni diclofenac-OE sulle cellule sessili di varie specie di 
Candida, l’obiettivo di questo lavoro è stato quello di valutare in vitro l’atti-
vità sul biofilm fungino delle stesse combinazioni sinergiche diclofenac-OE 
(OE: Mentha x piperita L., Pelargonium graveolens L’Hér e Melaleuca alter-
nifolia (Maiden & Betche) Cheel. (1).

Materiali e Metodi. La determinazione della composizione chimica degli 
OE è stata effettuata mediante l’utilizzo di gascromatografia accoppiata 
con spettroscopia di massa (GC-MS). L’efficacia dell’attività anti-biofilm in 
vitro è stata determinata su diversi ceppi di Candida. I test di suscettibilità 
e sinergia diclofenac-OE sono stati eseguiti utilizzando il saggio di micro-
diluizione. 
Risultati. Le concentrazioni inibitorie minime (MIC50) del diclofenac hanno 
riportato un valore di 2,05 mg/mL per tutti i ceppi di Candida considerati. 

Discussione e Conclusioni. I risultati degli indici di concentrazione frazio-
nata inibitoria (FICI) in combinazione diclofenac-OE di P. graveolens (FICI= 
0.23-0.35) e diclofenac-OE di M. piperita (FICI= 0.22-0.30) hanno mostra-
to un’interessante attività sinergica anti-biofilm.
Questi risultati mostrano che la combinazione diclofenac-OE migliora l’at-
tività antifungina su tutti i ceppi di Candida testati. Ulteriori studi in vitro 

potranno approfondire e chiarire altri aspetti dell’interazione tra anti-in-
fiammatori e OE.
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Introduzione. In Valle d’Aosta crescono diverse specie del genere Thy-
mus allo stato spontaneo, tra cui Thymus vulgaris, Thymus praecox subsp. 
polytrichus e Thymus pulegioides, Nell’ambito del progetto OpThymus, fi-
nanziato dalla Fondazione CRT, volto alla valorizzazione dei timi autoctoni 
dell’arco alpino occidentale, è stata studiata la composizione dell’olio es-
senziale, allo scopo di contribuire all’innovazione di prodotto e di processo 
delle piante officinali in Valle d’Aosta e di fornire informazioni tecniche alle 
aziende di trasformazione locali.

Materiali e Metodi. Nell’anno 2019 sono state selezionate due popolazioni 
di T. vulgaris, individuate sulla base di attività sperimentali condotte in pre-
cedenza (1) nei comuni di Quart e Saint-Denis e tre popolazioni di T. prae-
cox subsp. polytrichus e di T. pulegioides, provenienti da altrettanti comuni 
valdostani (Bionaz, Cogne e La Thuile). Per ogni specie e popolazione è sta-
to campionato ed essiccato a temperatura ambiente il materiale vegetale 
destinato all’ottenimento dell’olio essenziale. Quest’ultimo è stato estratto 
in triplo, per ciascuna accessione in esame, mediante un’apparecchiatura 
di tipo Clevenger ed analizzato quali e quantitativamente mediante le tec-
niche GC/MS e GC/FID. 

Risultati. Le rese in olio essenziale sono risultate statisticamente differenti 
tra le tre specie studiate: T. vulgaris risulta la specie con maggior resa 
(2,24%), seguono T. pulegioides con l’1,34% e T. praecox con lo 0,59%. Le 
analisi GC/MS hanno permesso di identificare 66 composti organici volatili 
(VOCs) suddivisibili in monoterpeni, monoterpeni ossigenati, sesquiterpeni, 
sesquiterpeni ossigenati ed altri composti. Dai risultati dell’analisi quanti-
tativa (Tab. 1) emerge che le tre specie studiate presentano poche analogie 
per quanto riguarda le principali classi di composti individuate. 

Table 1. The most frequent chemical components across all the 112 
Mentha suaveolens Ehrh. essential oil samples with details on their 
frequencies (%), average abundance (HoMean), and variance (STD). 
Data on percentages are also included with minimum and maximum 
values.
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Il confronto tra le tre popolazioni di T. praecox evidenzia la presenza di due 
biotipi differenti, tuttavia non è presente un composto chimico predomi-
nante tale da permettere l’individuazione del chemiotipo. Nel caso del T. 
pulegioides, invece, si individuano due popolazioni a chemiotipo timolo 
ed una a chemiotipo alfa-terpinyl acetato (45,8%) (Fig. 1). Per quanto 
riguarda le popolazioni di T. vulgaris il composto predominante, in con-
centrazioni superiori al 45%, risulta essere per entrambe il timolo, indice 
del chemiotipo presente.

Discussione e Conclusioni. La composizione degli oli essenziali è forte-
mente influenzata da fattori genetici, colturali, di lavorazione e di estra-
zione. Questo si è evidenziato soprattutto per T. pulegioides confermando 
quanto già riportato in letteratura per questa specie (2) ed evidenziando 
una popolazione a chemiotipo alfa-terpinyl acetato, per la prima volta in 
Italia; considerato l’impiego di tale composto in differenti ambiti, fra cui 
quello medico per lo studio delle terapie contro la malattia di Alzheimer, 
tale popolazione merita ulteriori approfondimenti. Nel caso di T. praecox 
invece non è stato possibile fare una identificazione su base chimica, come 
in altri habitat montani europei (3). Infine, nel caso di T. vulgaris, i dati otte-
nuti confermano la presenza in Valle d’Aosta del solo chemiotipo a timolo 
(1), con una concentrazione in principio attivo notevolmente superiore a 
quella di timo raccolto in altre regioni italiane (4).  In futuro si prevede di 
osservare il comportamento delle diverse accessioni, propagate in vivaio e 
coltivate a parità di condizioni ambientali e colturali. 
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Introduction. Different parts of Pinus (bark, needle, cone, and resin) have 
been used in many areas for their high biological and antioxidant activities. 
However, very little is known about the chemistry and biological activity of 
pine species growing in Bosnia and Herzegovina and especially scarce are 
the data regarding green cone extracts. Therefore, the preliminary chem-
ical profile and antioxidant activity of methanol extracts of needles and 
green cones of different Pinus sp. are reported. 

Materials and Methods. The needles and green cones of five pine spe-
cies (Pinus heldreichii Christ., P. mugo Turra., P. nigra J.F., P. sylvestris L. 
and P. pinaster Aiton) were collected in July and August 2016 from the 
area of mountain Čvrsnica (Bosnia and Herzegovina). The powdered plant 
materials were extracted with methanol by using a Soxhlet extractor, and 
total phenolic content was determined according to Folin–Ciocalteu re-
agent method, while flavonoid and tannin content was calculated using the 
method described in the European Pharmacopoeia. The antioxidant activity 
of the extracts was assessed using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 
assay and Ferric Reducing Antioxidant Potential (FRAP) assay.

Results and Discussion. Results of the preliminary chemical profile in-
vestigation of the investigated extracts revealed P. nigra and P. pinaster 
green cones to be the most abundant in total phenolic and flavonoid con-
tent. In the investigation of tannins content, P. pinaster green cones extract 
was singled out as the sample with the highest percentage of these sec-
ondary metabolites (Fig. 1). The antioxidant activity of all extracts deter-
mined by DPPH radical scavenging ability ranged from 0.173 to 1.209 μg 
DPPH/mL. The highest antioxidant activity was found in the extract of P. 
pinaster (green cones), and the lowest in P. nigra, needles (PNI). Following 
the same pattern, the FRAP value was the highest in Pinus pinaster (green 

Tabella 1. Concentrazione media delle classi di VOCs (composti or-
ganici volatili) nell’olio essenziale nelle tre specie del genere Thymus 
esaminate. In ogni riga, valori contrassegnati da lettere diverse differi-
scono	significativamente	tra	loro	al	test	HSD	di	Tukey	(p<0,05).

Figura 1. Concentrazione media del timolo e dei suoi precursori bio-
sintetici nell’olio essenziale di Thymus pulegioides proveniente da 3 
comuni valdostani: Bionaz, Cogne e La Thuile. Per ogni composto, le 
barre contrassegnate da lettere diverse mostrano valori che differi-
scono	significativamente	tra	loro	al	test	HSD	di	Tukey	(p<0,05).

Table 1. The antioxidant activity of the investigated samples: Pinus 
extracts (P. nigra, green cones (PNC) and needles (PNI); P. sylvestris, 
green cones (PSC) and needles (PSN); P. heldreichii, green cones 
(PHC) and needles (PHN); P. mugo, green cones (PMC) and needles 
(PMN); P. pinaster, green cones (PPC) and needles (PPN).
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cones) (18.26 mmol Fe2+/g) and the lowest in P. heldreichii, needles (PHN) 
(4.43 mmol Fe2+/g) (Tab. 1).

Conclusions. This is the first report on the antioxidant properties and 
polyphenol content of the needle and cone extracts of Pinus species from 
Bosnia and Herzegovina. The highest antioxidant activity according to both 
assays was detected in methanol extract of the green cones of Pinus pin-
aster, being proportional to the high content of total phenol and flavonoids, 
and in particular, tannins, found in this extract. 
This study indicated that extract is the potential source of new, natural, 
pharmacologically active compounds that may find potential applications 
in the medicine, pharmaceutical, cosmetic, and food industry.

Keywords. Pinus species, DPPH, FRAP, Total phenols, Total flavonoids. Total tannins
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Introduction. Essential oils (EOs) of Pinus sp. have been proven to possess 
antimicrobial properties against bacteria and fungi and could serve as a 
source of antimicrobial agents. The aim of the present study was to inves-
tigate the in vitro antibacterial activities of the EOs isolated from the fresh 
needles and cones of Pinus spp., as related to their chemical composition.

Material and Methods. The needles and green cones of five pine species 
(Pinus heldreichii Christ., P. mugo Turra., P. nigra J.F., P. sylvestris L. and 
P. pinaster Aiton) were collected in July and August 2016 from the area 
of mountain Čvrsnica (Bosnia and Herzegovina). The fresh needles and 
cones of each species were cut into small pieces and separately subject-
ed to hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus for 2 hours. The 
obtained EO was extracted with diethyl ether and dried over anhydrous 
sodium sulfate. Quantitative and qualitative data of EOs were obtained by 
gas chromatography (GC) and gas chromatography-mass spectrometry 
(GC-MS). The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by 
the micro-broth dilution method.

Results and Discussion. The chemical composition of the tested EOs 
showed a high percentage of α-pinene in P. nigra needles (54.42%), P. pin-
aster cones (47.47%), P. nigra cones (40%), P. sylvestris needles (39.82%), P. 

Table 1. Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) of Pinus sp. essen-
tial oils (P. mugo, green cones (PMC) and needles (PMN); P. nigra, 
green cones (PNC) and needles (PNI); P. sylvestris, green cones 
(PSC) and needles (PSN); P. pinaster, green cones (PPC) and needles 
(PPN); P. heldreichii, green cones (PHC) and needles (PHN).

sylvestris cones (37.86%), P. heldreichii cones (23.98%), P. pinaster needles (17.02%), 
P. mugo needles (11.18%) and P. heldreichii needles (11.13%) EOs. (E)–Caryophyl-
lene was found in high percentage in P. pinaster needles, P. mugo cones, P. nigra 
cones, P. pinaster cones, P. sylvestris cones EOs (24.69 %, 21.27%, 14%, 11,7% and 
9.13%, respectively). Limonene was found mainly in EOs of P. heldreichii cones and 
needles (60.92 % and 36.79%).  As one of the main compounds, (11E,13Z)–labda-
dien–8–ol only appeared in the EO of P. nigra cones. Germacren, as a main com-
pound of P. heldreichii needles (30.22%), also appeared in the EO of P. nigra needles 
(16.34%) and P. mugo cones (16.30%). The major components of P. pinaster needles, 
P. pinaster cones, and P. sylvestris cones EOs were myrcen (24.65%, 14,61% and 
13.8%, respectively). P. mugo cones and needles EOs contained predominantly δ-3-
carene (23.36% and 19.95%). Tested EOs, isolated from Pinus species, have shown 
to possess inhibitory action against tested isolates in the range of 100–1000 μg /mL 
(MICs) (Tab. 1). Among the tested oils, the one isolated from cones and needles of P. 
pinaster exhibited the highest antimicrobial action. 

Conclusions. Based on the present results, it could be hypothesized that the an-
tibacterial activity and the synergistic effect of Pinus EOs and gentamicin relate to 
the high percentage of monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons. The results 
point to high potential and completely justified pharmacological utilization of the 
pine EO because of the wide antimicrobial spectrum of some investigated Pinus 
species’ EOs. 
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Figure 1. Content of a) to-
tal	phenolics,	b)	flavonoids	
and c) tannins of ten Pinus 
extracts (P. nigra, green 
cones (PNC) and needles 
(PNI); P. sylvestris, green 
cones (PSC) and needles 
(PSN); P. heldreichii, green 
cones (PHC) and needles 
(PHN); P. mugo, green 
cones (PMC) and needles 
(PMN); P. pinaster, green 
cones (PPC) and needles 
(PPN).


