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1.Gli oli essenziali

Le erbe e gli oli essenziali (EO) sono sempre stati largamente usati per diversi scopi, non solo come
condimenti per aromatizzare gli alimenti, ingredienti nei profumi o in applicazioni cosmetiche, ma
anche e soprattutto per scopi medici, avendo mostrato delle proprieta antibatteriche, antimicotiche,
virucide, antiparassitarie, insetticide, oltre ad essere buoni analgesici, sedativi, antinfammatori,

quindi molto utilizzati nell'industria farmaceutica®.

L’interesse crescente nei loro confronti € correlato all’aumento, negli ultimi anni, della resistenza agli
antibiotici da parte degli organismi batterici, dovuta ad un’assunzione eccessiva e prolungata
(somministrazione anche indiretta, dato I'utilizzo non trascurabile nell'industria del pollame e dei
bovini), oltre a fattori culturali che influiscono sulla loro prescrizione (con dosaggi errati), se non
all'incremento degli spostamenti intercontinentali, che ha favorito la diffusione di specie
maggiormente resistenti. Nel 2006 & stata vietata I’aggiunta di antibiotici insieme ad additivi sintetici
nell’alimentazione degli animali da allevamento da parte dell’EU (regolamento 1831/2003/EC); uno
dei motivi per i quali risultano utili in questo campo & la riduzione delle emissioni di metano e
produzione di azoto tramite I'urina, attraverso una manipolazione dell’ecosistema microbico ruminale.
Ci si & indirizzati percio su alternative fitochimiche come gli oli essenziali, intesi come metaboliti
tossici secondari prodotti dalle piante come difesa contro erbivori e microbi. In uno studio si & visto
come basse concentrazioni di alcuni componenti di EO possono avere effetti positivi sulla riduzione
della degradazione proteica nel rumine, quindi della fermentazione?.

In aggiunta a questi motivi vi & una ricerca sempre maggiore di nuovi conservanti e alternative agli
antiossidanti usati solitamente nel packaging dell’industria alimentare (come il butil idrossianisolo
(BHA) e il butil idrossitoluene (BHT)), che siano naturali e rispondano ad un approccio sempre piu

“green”.

Quando si parla di oli essenziali, ci si riferisce a dei composti volatili, naturali, con una composizione
complessa, liposolubili e solubili in solventi organici, con una densita generalmente piu bassa di quella
dell’acqua, caratterizzati da un forte odore e ottenuti a partire da piante aromatiche, come metaboliti
secondari®. Le specie esistenti di queste piante sono numerose, appartenenti tutte a determinate
famiglie, tra le quali troviamo le Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae e Asteraceaetra le
principali; la maggior parte di queste sono localizzate in zone temperate e calde, come il Mediterraneo
o regioni tropicali. —Gli EO ottenuti possono essere sintetizzati da ogni parte di queste, come germogli,
fiori, foglie, steli, ramoscelli, semi, frutti, radici, dal legno o corteccia; solitamente sono biosintetizzati
e accumulati in strutture istologiche specializzate, le ghiandole secretorie che possono essere di due

tipi (Figura 1): quelle localizzate sulla superficie della pianta (parliamo in tal caso di secrezioni



estrogene) e quelle interne alla pianta (parliamo di secrezioni endogene) . Possono inoltre trovarsi nel

citoplasma, in alcune cellule secretorie®.

Secretory structures specialized in accumulation and stockage of essential oils.

Secretory structures Description Organ plant  Example Botanic family

External secretory tissus
Epidermic papillae Conical epidermal secretory cells Flower Rosa damascena Rosaceae

Petals Convallaria majalis Asparagaceae
Secretory bristles or glandular Terminal cells of trichomes secreting EOs Stem Pelargonium sp. Geraniaceae
trichomes Leaves Salvia sp., Mentha sp.  Lamiaceae
Internal secretory tissus
The schizogenous or secretory Intercellular space filled with the cells secretions Epicarp of Citrus sp. Rutaceae
pockets fruit Myrtaceae
Secretory canals Small canals formed of aggregated secreting cells throughout the  Stem Petroselinum sp. Apiaceae
plant Pimpinella sp.
Daucus sp.
Intracellular secretory cells Cells specialized in the EOs accumulation inside their vacuoles  Stem Cinnamomum Lauraceae
ceylanicum
Leaves Laurus nobilis

Rhizome Acorus calamus

Figura 1: Strutture secretorie specializzate nell'accumulo degli EO?

Gli oli essenziali possono contenere dai 20 ai 60 componenti a differenti concentrazioni, 2-3 dei quali
sono maggiormente presenti, € il caso ad esempio dei terpenoidi e derivati di fenilpropanoidi (dal 20%
al 70%, in confronto ad altri presenti solamente come traccia)®® e ne determinano le proprieta. Alcuni
esempi possono essere il linalool presente nell’EO del Coriandrum sativumin una percentuale del
68%, il carvacrol (30%) e thymol (27%) nell’EO del//’Origanum compactum e il menthol (59%) e
menthone (19%) nell’EQ della Mentha piperita (=Mentha x piperita).

| componenti possono essere suddivisi in due gruppi di diverse origini biosintetiche: il principale &
composto da terpeni e terpenoidi, il secondo da costituenti aromatici e alifatici, tutti con basso peso

molecolare.

1.1 Terpeni

Sono costituiti da una combinazione di diverse unita di isoprene (5-carbon-base (Cs), Figura 2);

CHj3

CH

Figura 2: Terpene’

a loro volta i terpeni sono suddivisi in:

- Monoterpeni (Figura 3)-> formati da una coppia di 2 unita di isoprene (C10) con uno o piu
doppi legami; sono molto volatili, poco idrosolubili, reagiscono velocemente se esposti
all’ossigeno o elevate temperature. Sono le molecole piu rappresentative, costituendo circa il
90% dell’EQ e consentono una grande varieta di strutture. Ne distinguiamo diverse famiglie,

quali carburi, alcoli, aldeidi, fenoli, chetoni, eteri (questi ultimi tre potenzialmente tossici),



esteri e perossidi. Come detto sono molto instabili e in alcuni casi irritanti per la pelle e le

mucose, ma con funzioni antibatteriche, antivirali, anti-inflammatorie, sedative;

- Sesquiterpeni = formati dall’unione di 3 unita di isoprene (Cis); altobollenti, con proprieta
anti-infiammatorie e immunomodulanti. Essendo una catena pil estesa, sono permesse pil
strutture appartenenti a diverse tipologie: carburi, alcoli, chetoni, epossidi*.

1. Terpenes

-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bieyclic
Cymene (“y") or pcymene  Sabinene Alpha-pinene Betapinene

o

Alcohol acyelic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

Sesquerpitenes

Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene

. . N

Figura 3: Struttura chimica di alcuni terpeni*

- Troviamo anche i diterpeni (Co), triterpeni (Cso), tetraterpeni (Cao) € i terpeni che contengono
ossigeno, detti terpenoidi, con funzioni decongestionanti e mucolitiche, oltre ad aver mostrato
effetti benefici nel caso di ischemia o riperfusione cardiaca, associato con I'inibizione dello

stress ossidativo.

1.2 Composti aromatici

Derivano dall’unita di fenilpropano e comprendono: aldeidi, alcoli, fenoli, derivati metossilici e

composti di diossi-metilene (Figura 4).



2. Aromatie compounds

Aldehyde
Cinnamaldehyde

Methoxy derivaiive
Ancthole

Mocn,

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascasidole

Figura 4: Composizione chimica di alcuni componenti aromatici*
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Nella Tabella 1 sono riportati alcuni dei componenti degli oli essenziali, con la loro struttura,

caratteristiche e proprieta:

Tabella 1: Alcuni componenti degli Oli Essenziali con la rispettiva formula chimica, struttura

e proprieta’

ha formattato: Tipo di carattere: (Predefinito) Times
New Roman, Italiano (ltalia)

EO components cAs Molecular structure Chemical Molecular Boiling Refractive Relative Plant source Some biological References
number formula  weight point index density activities
oC (20°C) g/mL
(20°C)
Monoterpenes
D-Limonéne 5989- / CroHis 136.23 1754 1473 0.842 Citrus limon Antifungal, (Singh et al,
275 —<_>..< antioxydant 2010)
a-Pinéne 7785- CioHis 136.23 157.9 1465 0.858 Pinus pinaster  Anti- (Baeetal,2012;
70-8 inflammatory, Marija and
anti-oxydant Lesjak, 2014)
Sabinene 3387- CioHss 136.23 164 1.467- 0.844 Quercus ilex, Antifungal, (valente and
41-5 1473 Oenanthe antioxidant, anti- Zuzarte, 2013)
7@’ crocata inflammatory
Myrcéne 123- = CioHis 136.23 167 1.469 0.791 Citrus Gastroprotective (Flavia
35-3 =<_/=< aurantium antioxydant Bonamin, 2014)
~-Terpinéne 99-85- CioHis 136.23 183 1474 0.85 Origanum Antioxydant (Ruben Olmedo,
4 —@—( vulgare 2014)
para-Cyméne 99-87- CioHis 136.23 176- 149 0.86 Cuminum Antifungal, (Akash Kedia,
6 —C>—< 178 cyminum antiaflatoxigenic, 2013; Chen
antioxydant et al., 2014)
Terpenic alcools
Geraniol 106- CH, CiHwO 15425 2295 1474 0.879 Pelargonium Insecticide, (Chen and
241 graveolens antimicrobial, Viljoen, 2010)
= anticancer, anti-
i oxidant
HC Hy
Linalool 78-70- T — CipH 0 154.25 1975 1.462 0.87 Lavandula Insect-repellent, (Changmann
6 56_< officinalis anti-tumor, anti-  Yoon, 2011;
inflammatory, Mivashita and
antimicrobial Sadzuka, 2013;
Huo et al., 2013;
Parket al, 2012)
Borneol 464- CigHis0 15425 213 - 1011 Thymus Broad-spectrum,  (Abdelrhafour
43-7 \( satureioides antimicrobial, Tantaoui-




Tabella 1 (Continua)

EO components CAS Molecular structure Molecular ng Refractive Relative Plant source Some biological References
number weight point  index density activities
°C (20°C) g/mL
(20°C)
Aldehyde terpenes
Citral 5392- CHy 152.23 229 1488 0.888 Aloysia Antifungal, (Fan et al, 2014;
40-5 dtrodora antibacterial, Nengguo Tao,
painkiller 2014; Qara
Miracle Belda-
| Galbis, 2013;
H; Nishijima et al.,
2014)
Gitronellal 5949- Hy 154.25 201- 1446 0.851 Cymbopogon  Tnsecticide, (Sadaka et al,
05-3 207 citratus antifungal, 2013; Singh
antimicrobial, et al, 2012)
antioxydant
|
Hy
Ketones alcohols
Camphor 76-22- 152.23 204 - 0999 Lavendula Antispasmodic, (Braden et al.,
2 stoechas sedative, diuretic  2009)
antitheumatic,
anti-
inflammatory,
E anti-anxiety
(=]
Carvone 6485- [ 150.22 23 1497 0.959 Mentha spicata  Antispasmodic, (Souza et al.,
40-1 antimicrobial, 2013;
antihyperglycemic Esfandyari-
Manesh et al,,
2013; Udaiyar
Muruganathan,
2013)
Phenolic terpenes
Thymol 89-83- 150.22 233 - 0.965 Thymus Strong (Wattanasatcha
8 vulgaris antimicrobial, etal, 2012;
antiseptic, Gavliakova and
antitussive, anti-  Biringerova,
inflammatory, 2013; Riella
cicatrizing etal, 2012)
Carvacrol 499- T 150.22 2377 1522 0977 Thymus Strong (Limaetal,
75-2 Q maroccanus antimicrobial, 2013)
VAR anti-inflammatory
Terpenic oxides
1,8-Cineole 470- Ha 15425 176 1457 0921 Eucalyptus Anti- (Juergens et al,
82-6 polybractea inflammatory 2003)
activity (asthma)
HyC Hy
Linalool axide 60047~ H 17025 1985 - 0945 Pelargonium Anxiolytic-like (Rlivia
(CyoH1502) 17-8 l 0. graveolens effects Negromonte
Souto-Maior,
20m)
Terpenic oxides
Cis-Rose oxide 3033- 154.25 70-71 1454 0.871 Rosa Anti- (Nonato et al.,
damascena inflammatory, 2012;
relaxant Boskabady et al.,

2006)



Tabella 1 (Continua)

EO components CAS Molecular structure Chemical Molecular Boiling Refractive Relative Plant source  Some biological — References
number formula  weight point index density activities
°C (20°C) g/mL
(20°C)

Sesquiterpenes

p-Caryophyllene 87-44- Hsy CisHza 20436 2684 1.498- 0.905 Rosmarinus Anti- -
5 1.504 oficinalis inflammatory,
antispasmodic,
anticolitique
Hy "
H H
CHz
CHy

Oxygenated sesquiterpenes

wa-Bisabolol 23089- ; oH CisHg0 22237 153 1.496 0.92 Matricaria Anti-irritant, anti -
26-1 = recutita inflammatory,
antimicrobial
I
Caryophyllen 1139- CsH2s0 22035 27968 1495 0.985 Chenopodium  Induced apoptosis (Park et al.,
oxid 30-6 ambrosioides,  in human cancer  2011; Chavan
Psidium cells (prostat & et al., 2010)
guajava breast cells),

Analgesic and
anti-inflammatory

+CHg.
o]
Valerenic acid 3569- CisHz0; 23433 3745 1.06 Valeriana (Houghton,
10-6 officinalis anxiolytic 1999; Stevinson
- T and Ernst, 2000)
"
4
Phenylpropanoids
Eugenol 97-53- Fd CgHy;0,  164.20 254 1544 1067 Eugenia, Antifungal, (Abbaszadeh
1] 8 Caryophyliata  antibacterial- et al,, 2014;
dental care Ghosh et al,,
- z 2014;
\ < § 5 )
Cinnamaldehyde 104~ 0 CoHz0 132.16 248- 1.621 1.05 Cinnamomum, Bactericide, (Yeet al., 2013)
55-2 - 250 Zeylanicum fungicide,
H insecticide

Ma la composizione di un olio essenziale e il suo profilo chimico puo variare in base al tipo di
estrazione scelta, se non dalle condizioni ambientali in cui € cresciuta pianta da cui deriva, la
composizione del terreno, il clima, I'eta e quindi il suo stato nel ciclo vegetativo®. Un esempio & il
Thymus vulgaris L., del quale sono stati individuati nel sud della Francia 6 chemiotipi (cioe con lo
stesso genotipo e fenotipo, quindi uguale corredo cromosomico e caratteristiche morfologiche, ma
con principi attivi differenti), distinti in base al monoterpene dominante, il cui valore in percentuale &
stato ricavatro tramite gas cromatografia: geraniol (G), a-terpineol (A), thuyanol-4 (U), linalool (L),

carvacrol (C) e thymol (T). | primi quattro sono componenti non fenolici, abbondanti nelle aree



caratterizzate da freddi inverni, mentre gli ultimi due sono fenolici e si trovano soprattutto in zone a

bassa quota, vicino al mar Mediterraneo®.

Inoltre, alcuni componenti degli oli, essendo poco volatili (come i diterpeni) o non-volatili (come i tri-
terpeni o politerpeni, quali steroli o carotenoidi), durante la distillazione dell’olio possono perdersi e

risultano presenti solo nelle resine vegetali o gomme, rimanendo poi nei residui®.
Vediamo quindi quali possono essere i diversi tipi di estrazione ad oggi usati.

1.3 Metodi di estrazione

Vengono suddivisi in due categorie: i metodi convenzionali/classici e quelli innovativi/avanzati, dato
che, I'arrivo di nuove tecnologie ha permesso lo sviluppo di processi di estrazione innovativi e

maggiormente efficienti.

o Metodi convenzionali

Si tratta dei metodi distillativi tramite acqua, utilizzando temperature elevate.

Idrodistillazione - il pit semplice e vecchio, in cui la materia

Colonne de distiiaton

< ondonsotour vegetale viene immersa direttamente nell’acqua, posta
nell’alambicco, e il tutto portato a bollore. Il set-up quindi
comprende una sorgente di calore, sormontata dall’alambicco,

un condensatore e un decanter nel quale raccogliere il

Essencier ou

st fomati condensato e separare I'olio essenziale dall’acqua (Figura 5). |l

o gosracion processo quindi si basa su una distillazione azeotropica: I'acqua

Figura 5: Idrodistillazione?

portata a bollore crea un vapore, che attraversa il materiale vegetale e “trasporta” le molecole
aromatiche di questo verso I'uscita dell’alambicco, passa poi per una camera di
condensazione, dove si raffredda e diventa liquido; quest’ultimo viene raccolto nel decanter e
qui I'EO é separato dall’acqua essendo pill leggero.

E molto usato per I’estrazione dai petali e fiori; ha perd diversi svantaggi: lunghi tempi di
estrazione, alterazione chimica delle molecole terpeniche per contatto prolungato con I'acqua

in ebollizione, surriscaldamento e perdita di alcune molecole polari durante I’estrazione.

Un’ottimizzazione di questo metodo ¢ la turbodistillazione, in cui abbiamo il recupero
dell’acqua aromatica, che viene riutilizzata nel ciclo successivo, una riduzione dei tempi di

processo, grazie alle turbine e una maggior efficienza.

Altre varianti possono essere:



Entrainment tramite vapore acqueo - differisce per il fatto che non c’é un contatto diretto tra
il materiale vegetale e I'acqua, quindi permette di avere minori alterazioni chimiche e la durata

dell’estrazione & minore3;

Idrodistillazione a vapore - |'estrazione avviene
nell’alambicco, ma non ho un contatto diretto dato che
presente qui un piatto perforato o griglia che mantiene il
materiale vegetale sospeso sopra la base contenente acqua

(Figura 6); quest’ultima, portata a bollore, crea un vapore che

portera alla rottura dei pori nel materiale vegetale e al rilascio

L . . L . . Figura 6: Idrodistillazione a vapore?
degli oli°. Si ottiene quindi un’estrazione veloce ;e una minor & P

perdita di molecole polari®;

{ ha formattato: Tipo di carattere: 8 pt, Italiano (ltalia) }

A

Distillazione a vapore - molto simile alla tecnica precedente, ma
in questo caso la generazione di vapore avviene al di fuori
dell’alambicco (Figura 7). Si utilizza una pressione leggermente

superiore a quella atmosferica, per indurre il vapore a circolare

nella parte bassa del recipiente e poi attraversare il materiale®'?;

Fioure 7: Distillazione a v "3 . . .
Figure 7: Distillazione a vapore . [Formattato: Rientro: Sinistro: 0 cm, SpazioDopo: 8 pt }

Estrazione con solvente organico » metodo tramite il quale si ottengono gli estratti sfruttando

la loro solubilita: utilizza un solvente organico -nel quale far macerare il materiale vegetale; in

questo modo si va a creare un composto aromatico ceroso; chiamato “calcestruzzo”. Si

ottiene a questo punto I'olio con I'aggiunta di alcol (rimosso poi tramite distillazione

sottovuoto) -e infine con un condensatore il cosiddetto “assoluto”(Figura 8)*2.Si riducono

quindi le alterazioni- e gli artefatti chimici_che si hanno nel caso dell’idrodistillazione, dovuti al

fatto che in alcuni casi le elevate temperature portano alla dissoluzione in acqua di composti

che possono alterare il pH, rendendolo piu acido. Questo tipo di lavorazione perd comporta la

presenza nell’EO finale di residui del solvente organico; per questo motivo cio che si ottiene

non viene usato nell’industria farmaceutica e in quella alimentare3.



VACUUM
DISTILLATION:
removes alcohol

/

—~ CONDENSER

CONCRETE +
ALCOHOL

SNUESTAY

s T AY AN ee 88
TNEEAS
SOLVENT S sox! 8 ABSOLUTE
HEAT

Figura 8: Estrazione con solvente organico'?

Spremitura a freddo - I'estrazione avviene tramite basse temperature e pressioni in modo

meccanico -e comporta lo schiacciamento dei semi, frutti o fiori, per forzare |a fuoriuscita degli
oli; poi tramite centrifugazione si va a prelevare |'olio. Metodo utilizzato soprattutto per gli

agrumi, permette di ottenere degli oli completamente puri, preservandone le proprieta'3,

Metodi innovativi

Come gia detto, un difetto dei metodi pili classici € I'utilizzo di elevate temperature, che
portano ad alterazioni chimiche come idrolisi, isomerizzazione o ossidazione degli oli
essenziali; con le tecniche successive quindi si punta a ridurre i tempi di processo, le
temperature usate, il consumo di energia, I'uso di solventi e I'emissione di CO,. Spesso viene
utilizzato un fluido supercritico, che corrisponde ad una pressione e temperature critici (Pc e
Tc), condizione nella quale il fluido mostra bassa viscosita, alta diffusivita e densita vicina a

quella di un liquido.

Estrazione con fluido supercritico (SCFE) - |l fluido utilizzato & il diossido di carbonio, dato
che ha punti di pressione e temperatura critici molto bassi (Pc = 73.8 atm e Tc = 31.1°C,
Figura 9) non risulta tossico, naturalmente non infiammabile, a basso costo e con elevata
purezza, si pud rimuovere facilmente, non lasciando residui ed ha una polarita che lo rende

adatto all’estrazione di composti lipofilici®.

Pressure (bar)

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60
Temperature ("C)

Figura 9: Diagramma di fase della CO2'4
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Si tratta di step ciclici di

compressione e depressione, nei quali

il fluido viene riciclato: si parte quindi Oy Supply

Oven __

dal riscaldamento e compressione b
della CO,, che raggiunge lo stato - e nlidicn
supercritico e passa attraverso la

matrice vegetale, per generare gli Preheater ool

estratti; segue uno step di Figura 10: Schema di funzionamento della SFE'S

depressione, nel quale questi ultimi vengono indirizzati verso dei separatori, la CO, &

decompressa (quindi non & pil un solvente) e si pud separare I’estratto (Figura 10).

Un limite di questa tecnica & I'elevato costo della strumentazione, della sua installazione e del
mantenimento; gli estratti perd mostrano una qualita superiori, con migliori proprieta

antibatteriche e antimicotiche3.

Fluidi (H> e CO:) di estrazione subcritica (SFE) > spesso viene utilizzata I'acqua (in tal caso si
parla di SWE) nella sua condizione subcritica, cioé quando la pressione ¢ alta abbastanza da
mantenere lo stato liquido e la temperatura pit bassa della Tc (tra i 100°C e 374°C, Figura
11).

Supercritical
fluid

2 21gam}— 1 =

2 Subcritical \

8 liquid

T Py .

o solid w7 Crlﬁ-calag?;‘);sé for water
s

et Pc=218 atm
=0.32 g/mL
4,58 mm pe g

0.99 100 74
Temperature (°C)

Figura 11: Diagramma de fase dell'acqua in funzione di temperatura e pressione'®

A

Con I'aumento della temperatura le proprieta fisico-chimiche subiscono un cambiamento
drastico, con una diminuzione della costante dielettrica, viscosita e tensione superficiale e un
aumento del coefficiente di diffusione. Nella Figura 12 si puo vedere come, impostando una

pressione di 100MPa, posso far variare il valore della costante dielettrica dell’acqua

ha formattato: Tipo di carattere: 8 pt, Grassetto,
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aumentando la temperatura, facendola diventare molto meno polare; in questo modo &

possibile estrarre anche dei componenti poco polari.

80 -

60 -

=
=
2
=
S
£ 401 scetonitrite 100 MPa
5 Methanol
2
E Ethanol —
2 10 MPa

b Liquid ammonia

Dichloromethane

0 L . L L 1
20 120 220 320 420 520
Temperature/°C

Figura 12: Costante dielettrica dell'acqua da 20°C a 527°C e da 10MPa a 100MPa'’

Come si pud notare inoltre, in alcuni range di temperatura, abbiamo un valore della costante
dielettrica equivalente e quello dell’acetonitrile, metanolo e etanolo; quindi & possibile
sostituire questi solventi organici, durante il processo, con I'acqua per un’estrazione meno
tossica e con minore impatto ambientare?’.

L’estrazione tramite SBE pud essere statica o dinamica: nella prima vengono aggiunti I'lacqua
subcritica e il materiale vegetale in un contenitore e poi riscaldati alla temperatura desiderata,
mantenendo la pressione a valori controllati in modo che I'acqua sia allo stato liquido;
successivamente si ha il raffreddamento con lo svuotamento della parte liquida, che contiene
le molecole di interesse e I'estratto & raccolto per un’analisi cromatografica. Nel processo
dinamico invece ho un’estrazione continua, ovvero I'acqua all’inizio & continuamente
alimentata nell’estrattore tramite una pompa e il tutto avviene ad una temperatura fissa o in un
gradiente di temperature!®!°,

Questo secondo metodo aumenta I'efficienza di trasferimento di massa e riduce i tempi di

estrazione®.

Estrazione con CQ; subcritica - in questo caso abbiamo una condizione subcritica quando la
temperatura e attorno ai 31°C-55°C e la pressione tra 0.5MPa e 7.4MPa con la CO, che si
comporta da solvente non polare. La qualita dell’estratto risulta migliore di quella del’'SWE e le

temperature sono pit basse®

Estrazione assistita con ultrasuoni (UAE) - |' utilizzo degli ultrasuoni permette
un’intensificazione dell’estrazione, con un rilascio piu veloce degli oli (soprattutto se usato in
combinazione con altre tecniche come I'idrodistillazione). Il materiale vegetale & immerso in

acqua o in un solvente e con I'attivazione degli ultrasuoni (20kHz-1MHz) € indotta una
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vibrazione meccanica delle pareti e membrane delle cellule e ghiandole vegetali, stimolano un
rapido rilascio di droplets di EO. | fenomeni che agiscono quindi sono una diffusione attraverso
le membrane cellulari e una fuoriuscita del contenuto, una volta rotte le pareti; piu il materiale
vegetale viene macinato, piu facilmente sono raggiunte dagli ultrasuoni anche le sacche e

ghiandole interne (nella Tabella 2 € riportato un esempio).

Table 2: Influenza del grado di macinatura sull'estrazione dei fiori di chiodi di garofano

Extraction time (min) Extraction technique Milling degree Eugenol extracted (g/100g)
30 Silent Not milled 410
30 Silent 01-0.5mm 2520
30 us Not milled 422
30 us 01-05mm 3266

L’UAE, rispetto ai metodi classici, aumenta I'efficienza e la velocita di estrazione, richiede
basse temperature e aumenta il range di selezione dei solventi; la strumentazione &

relativamente poco costosa®.

Estrazione assistita con le microonde (MAE) - si tratta di onde elettromagnetiche con
frequenza tra i 300MHz e 30GHz e lunghezza d’onda tra 1cm e 1m; in questo caso la
frequenza utilizzata e di 2450MHz e lunghezza d’onda di 12.2cm. Questo metodo permette
un’alta riproducibilita in tempi brevi, un utilizzo semplice, ridotti consumi di solventi e bassa
energia; ha inoltre premesso lo sviluppo di numerose varianti, alcune delle quali spiegate qui di

seguito®.

Estrazione a microonde senza solventi (SFME) - si tratta di una distillazione secca (senza
aggiunta di acqua o solvente

organico, data la crescente

preoccupazione sull'impatto dei Vi =
solventi a base di petrolio

! i Rotation of cell in-situ wats Rapid ir of 1 il break down and releas:
sull’ambiente e la salute) a ik e v ek o, e poastiae ikt el e
microonde e a pressione Figura 13: Funzionamento della SFME?

atmosferica. Il suo funzionamento si basa sulla stimolazione tramite irradiazione delle cellule
d’acqua interne al materiale vegetale, un aumento conseguente della pressione interna che
porta alla rottura delle pareti cellulari e il rilascio del target di interesse (Figura 13); quindi gli

EO vengono liberati ed evaporano spontaneamente tramite

distillazione azeotropica, con I'acqua presente nelle cellule®.

|- Microwave Oven

Plant material
Perforated pyrex disc

Idrodiffusione e gravita a microonde (MHG) - viene

Cooler
separation
by gravity

introdotto principalmente per poter recuperare facilmente =
I’aroma dell’estratto, considerando sia la frazione volatile

che quella non. E un processo basato sulla combinazione di

Essential oil |
. . . R Aqueousphase -
riscaldamento, tramite le microonde, e la gravita terrestre, a QJ’

Figura 14: Schema MHG?



pressione atmosferica: abbiamo un sistema con un distillatore “rovesciato”, posto al di sotto
del reattore a microonde, con funzionamento simile all’'SFME, ma tramite gravita vi e il
trasporto degli estratti dall’alto al basso, fuori dal reattore, fino ad un sistema di
raffreddamento (Figura 14). | vantaggi del metodo sono legati ad una riduzione dei tempi di
estrazione (20’ in confronto ai 90’ dell’idrodistillazione), un risparmio di potenza e riduzione

dell'impatto ambientale®.

Distillazione a vapore con le microonde (MSD) e diffusione a vapore con le microonde (MSDf)
- pensato per I'estrazione di EO dalla buccia d’arancia e dai fiori di lavanda secchi, & un
metodo piu efficiente rispetto al convenzionale, con tempi pil brevi e condizioni piu pulite, con
ridotto impatto sulla composizione volatile dell’olio e sulle sue proprieta sensoriali. Nel caso
della diffusione abbiamo un flusso di vapore che attraversa il materiale vegetale verso il basso,
con maggior efficienza della precedente in termini di tempo, risparmio di energia, purezza,

qualita e riduzione del consumo di acqua®.

Caduta di pressione istantanea controllata (DIC) > consiste nello stabilire un vuoto iniziale di
50mbar, prima dell’iniezione di un vapore saturo, seguito da un’improvvisa decompressione
(tramite una tecnica di tipo HTST, cioé alta temperatura/alta pressione in breve tempo); il
vuoto iniziale riduce la resistenza dell’aria e facilita la diffusione del vapore nel prodotto,

riducendo i tempi in gioco3.

I metodo di estrazione risulta quindi un passaggio molto importante, da scegliere in base all’'uso che si
fara e in base a quali proprieta si vuole sfruttare dell’olio essenziale, tra le quali nel campo medico e

nel nostro caso specifico, risultano interessanti quella antiossidante e antibatterica.

1.4 Proprieta antiossidante

Come gia accennato, I'interesse per questo aspetto, & giustificato da una preoccupazione crescente
sui possibili effetti pericolosi da parte degli antiossidanti sintetici comunemente utilizzati (BHA e
BHT).

Quando si parla di antiossidanti naturali, ci si riferisce a quei composti che, anche se presenti in
quantita ridotte al di sopra di un materiale, sono capaci di rallentarne o ritardarne I'ossidazione,
reagendo con i radicali che si creano o contrastando lo stress ossidativo che questi creano in
particolare nei confronti di lipidi, proteine, carboidrati e altre molecole organiche, che porta alla morte

cellulare e allo sviluppo di processi inflammatori.

Il processo (Figura 15) ha inizio quando alcune specie radicaliche reagiscono con il substrato di RH
(lipidi) (estraendo in genere I'atomo H), producendo un radicale alchilico R*, il quale reagira con

I’ossigeno formando un radicale perossilico (ROO*). Poi in modo ciclico, il radicale ROO* attacca



un’altra molecola RH per produrre un idroperossido ROOH (substrato ossidato) e un altro radicale,
fino a quando due specie radicaliche, nello step di terminazione, non si estinguono incidentalmente
tra diloro. La “lunghezza della catena” e data dal numero di cicli che intercorrono tra I'iniziazione e la

terminazione?'.

R

H,0
7 & on i- ¢ Lipid radical

Initiation

Unsaturated lipid
Propﬂgahorl

(L

Lipid peroxide Lipid peroxy! radical
Figura 15: Perossidazione lipidica?

| principali composti antiossidanti hanno due tipi di meccanismi di interferenza: si parla di
“antiossidanti preventivi” (Figura 16) se agiscono nello step di iniziazione o di “antiossidanti
interruttori di catena”, che rallentano o bloccano I'autossidazione, reagendo velocemente con i
radicali ROO*, prima che questi lo facciano con il substrato, formando delle specie non propaganti.
Oltre a questi, altre molecole sono in grado di potenziare o indurre I'attivazione degli enzimi

antiossidanti gia presenti.

0,
i " — terminazicne
Inlzmzmne*» R ROO«
Antiossidante T
preventvo k.

;
Q"OH ROOH  RH

Figura 16: Meccanismo di azione degli antiossidanti preventivi®?

Nella Figura 17 & riportata I'azione antiossidante degli “idrogeno donatori” (caso particolare degli
interruttori di catena), di cui fanno parte i composti a struttura fenolica che producono un radicale
fenossilico molto stabile; la quantita di fenoli che pero si ottiene dall’estrazione degli EO & a volte

limitata, dato che molti di questi composti sono non volatili?3.
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Figura 17: Idrogeno donazione®



Scheme 4. Some Common Moo and Sesqurpen Molti componenti terpenoidi non fenolici (come I'a-pinene) invece
Bearing the Cyclohexadiene Core
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L 0 0 s . ) . . L
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possono reagire rapidamente con i radicali perossilici, producendo un
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nuovamente un radicale perossilico, propagando la catena ossidativa
@ e quindi fungendo da auto-ossidanti. Non ¢ il caso dei terpenoidi con

struttura a cicloesadiene (Figura 18), i quali si ossidano con un

processo di terminazione molto veloce, riducendo quindi la velocita di

@ ossidazione?:?4,

Figura 18: Alcuni mono e
sesquiterpeni con struttura a

ricloesadiene?! . . g o N '
cicloesadiene Un olio essenziale con buone caratteristiche antiossidanti in genere
ha un ampio contenuto di componenti fenoliche e uno pil modesto di terpenoidi insaturi, oppure un

buon quantitativo delle prime e di componenti a struttura a cicloesadiene.

Pero ad oggi gli studi che sono stati fatti riguardo queste proprieta sono a volte contraddittori o poco
chiari, dato che non sempre si parte dallo stesso setting sperimentale, compromettendo I'importanza

dei risultati?®.

1.5 Proprieta antibatterica

La crescente resistenza agli antibiotici comunemente utilizzati & uno dei motivi principali per il quale si
stanno indagando nuove alternative naturali, come gli oli essenziali; particolare interesse & dovuto alla
loro azione contro ceppi batterici gram-positivi in particolare, ma anche contro alcuni gram-negativi
(Figura 19).

Gram-positivi Gram-negativi

Peptidoglicano ‘w

Membrana Membrana

Periplasma
B ~__Membrana esterna

Figura 19: Batteri Gram positivi e Gram negativi?®

Quando si parla di gram-positivi ci si riferisce ai batteri che non possiedono una membrana esterna,
ma uno strato spesso di peptidoglicani, molto porosa e quindi facilmente attraversabile dalle molecole
idrofobiche; in alcuni casi possono essere caratterizzati dalla formazione di spore o dalla necessita di

ossigeno per sopravvivere. Invece i batteri gram negativi hanno questo strato di peptidoglicani piu



sottile, protetto da una membrana esterna piu dura, rendendoli difficilmente debellabili. Inoltre,
quando la loro parete cellulare viene intaccata, reagiscono rilasciando endotossine che peggiorano i

sintomi della loro azione.

I meccanismi di resistenza messi in atto dai batteri sono riassunti nella Figura 20:
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capacita di legare il bersaglio dell'antibiotica per mezzo di
pompe d'efflusso

Figure 20: Meccanismi di resistenza agli antibiotici?®
tra i quali, i principali sono:

- Modifica o protezione dei target degli antibiotici;
- Modifica o distruzione degli antibiotici;
- Prevenzione tramite una riduzione della permeabilita della membrana;

- Espulsione attiva dell’antibiotico attraverso le pompe di efflusso.

Per quanto riguarda gli antibiotici e in particolare gli EOs, questi hanno un metodo di azione che
coinvolge diverse componenti della cellula batterica (Figura 21), difatti possono degradare la parete
cellulare, danneggiare la membrana citoplasmatica o le proteine di membrana, portare alla perdita del
contenuto cellulare o all’esaurimento della forza motrice protonica (PMF) oppure far coagulare il
citoplasma. L’idrofobicita degli oli essenziali permette loro di inserirsi tra i lipidi delle membrane
cellulari e dei mitocondri, rendendoli permeabili: € il caso, ad esempio, della membrana
citoplasmatica che circonda gli enzimi come I’ATPasi, sulla quale gli idrocarburi ciclici degli EO
possono agire accumulandosi nel doppio strato lipidico per distorcere I'interazione tra i lipidi e le

proteine, oppure interagendo direttamente con le parti idrofobiche delle proteine®2”:2,
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Figure 21: Possibili attivita battericide svolte dagli oli essenziali?”

Le condizioni fisiche che aumentano I'azione degli oli essenziali possono essere bassi valori di pH,

della temperatura e di ossigeno.

La misura delle performance antibatteriche molto spesso riguarda i valori di minima concentrazione
inibitoria (MIC) o di minima concentrazione battericida (MBC), ma anche in questo caso ci sono
diversi fattori che possono influenzare gli esami, come il metodo utilizzato per estrarre gli EO, il volume
di inoculazione, la fase di crescita, il mezzo di cultura utilizzato, il pH, temperatura e tempo di

incubazione, rendendo complicato un confronto tra i diversi dati.

Generalmente gli oli che risultano avere forti proprieta antibatteriche hanno anche un’alta percentuale
di componenti fenoliche, come carvacrol, thymol (soprattutto I'importanza in questi della presenza del
gruppo ossidrile) e eugenol; € stato visto inoltre che il gruppo alchilico influenza Iattivita pit del
gruppo alchenile (limonene pil attivo del p-cymene)®; in altri casi risulta funzionante un’azione
sinergica tra due o pill componenti, come nel caso del carvacrol e il precursone p-cymene e tra
cinnamaldehyde ed eugenol. Anche la presenza di fenilpropani conferisce qualche proprieta

antibatterica, dovuta alla presenza di gruppi ossidrilici liberi.

| terpeni non risultano avere particolari proprieta antibatteriche, mentre i terpenoidi si, legato ai loro

gruppi funzionali, la presenza delle molecole di ossigeno o di gruppi metile.

Qualche esempio di piante pit comuni dalle quali vengono estratti degli oli essenziali con proprieta

antibatteriche, & presente nella Tabella 3:

Tabella 3: Effetti antibatterici di alcuni oli essenziali

Materiale Vegetale Componenti principali Effetti antibatterici
Monoterpeni ossigenati-: 10.9% di Inibizione crescita di Bacillus
camphor, 24.8% di a-thujone, cereus, Bacillus megatherium,

Salvia officinalis 14.8% di 1,8-cineole; in minor Bacillus subtilis, Aeromonas

quantita a- e B-Pinene, camphene, sobria, Aeromonas hydrophila,

6-Gurjunene, borneol, B-Thujone e Klebsiella oxytoca; piccoli




B-Caryophyllene?®

effetti contro Escherichia coli

e Staphylococcus aureus?

Cinnamon

In base al sito di estrazione puo
avere una composizione diversa: se
proveniente dalla corteccia,
presenta maggiori quantita di
cinnamyl aldehyde (65-80%) e pil
basse di eugenol (5-10%); se
estratto dalle foglie abbiamo
maggiori quantita di eugenol (10-
95%) e minori di cinnamul aldehyde
(1-5%)!

Forti effetti contro
Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Staphylococcus
cerevisiae, Paenibacillus

larvae®®

Origano (Origanum vulgare)

Soprattutto carvacrol (64.86%) e p-
cymene (8.35%), tymol (4.22%), a-
e y-terpinene, linalool,
caryophyllene, B- e a-pinene,

myrcene e altri in minor quantitas!.

Aumenta la permeabilita dello
Staphylococcus aureus
(particolari effetti contro lo
S.aureus meticillino-resistente
MRSA) e P. aeruginosa,

controlla I’Alicyclobacillus®

Maggiori componenti: thymol (36-
55%) e p-cymene (15-28%), in

minor quantita Carvacrol (1-4%), y-

Effetti contro Shewanella
putrefaciens, Lactobacillus

plantarum e Staphylococcus

Thyme

Terpinene (5-10%), Linalool (4- aureus, Bacillus cereus,
6.5%). B-myrcene(1-3%), terpin-4- | Salmonella typhimurium,
0l (0.2-4.0%)* Escherichia coli®.
Soprattutto monoterpene ossigenati | Azione sinergica con
come linalool (70.11%), camphor antibiotici come oxacillina,
(3-6.2%), linalyl acetate (2.4-3.3%), | amoxicillina, gentamicina,
phellandrene (1.7-4.1%), a-pinene, | ciprofloxacina, tetraciclina,

Coriandol

p-cymene, geranyl acetate, y-
terpinene, a-cedrene,

citronellal, cis-dihydrocarvone®

contro gram-positivi (MRSA,
S. epidermidis) e gram-
negativi (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia

coli)3.




Costituita soprattutto da Citronellal
(37.33%), Thymol (11.96%), Citral
(10.1%) in minor parte da 1,3,8-p-

Forti effetti contro lo

Staphylococcus aureus®

Melissa officinalis
Menthatriene, Linalool, B -
Caryophyllene3*
In particolare camphor (28.82%), Sono stati confrontati 5 diversi
fenchone (35.42%) e 1,8-cineole tipi di Lavanda, alcuni dei
(13.3%); in minor quantita quali hanno mostrato forti
Lavanduia stoechas camphene, borneol, a-pinene, effetti contro la Salmonella
linalool, 8-thujone, and linalyl typhimurium e Klebsiella
acetate®® pneumoniae®
Maggiori costituenti sono: 1,8- Inibisce la crescita dello
cineole (36.1%), a-pinene (22.5%), | Staphylococcus aureus, S.
Mirto linalool (8.4%); in minor quantita si | epidermidis, S. marcescens e
trovano il a-terpineol, nonadecane, | Bacillus subtilis3®
linalyl acetate, e B-phellandrene®®
cls-B-ocimene (dal 8.28% al Azioni importanti contro il
54.84%), sabinene (dal 1.47% al Proteus vulgaris, minori effetti
18.75%), trans-B-ocimene (dal nei confronti del Bacillus
1.32% to 18.52%), a-pinene (dal cereus e Listeria
Finocchio 6.66% al 15.51%), y-terpinene (dal | monocytogenes®”
0.34% al 13.58%), a-terpinolene
(dal 1.03% al 10.28%), and B-
pinene (dal 0.63% al 8.38%)%’
| maggiori componenti sono: Effetti sulla permeabilita della
menthol (30-55%), menthone (14- membrana dello
32%), (+)-isomenthone (1.5- Staphylococcus aureus,
10%),cineol (3.5-14%), menthyl diminuisce la mobilita dei
Peppermint acetate (2.8—10%), menthofuran batteri, cambia la loro

(1.0-9.0%), limonene (1.0-5.0%),
pulegone (<4.0%), and carvone
(<1.0%)*

morfologia e inibisce la
formazione di biofilm!.Bassi

valori di MIC contro lo




Streptococcus sanguinis,
Enterococcus faecalis,
actinomyces viscosus,

eikenella corrodens.

1.6 Proprieta antitumorali

Diversi studi hanno mostrato come alcune piante (e frutti) abbiano proprieta benefiche dal punto di
vista dell’azione anticancerogena, con sistemi difensivi nei confronti delle cellule, detossificanti e
antiossidanti; in particolare tale azione ¢ svolta dalle parti fenoliche, dai carotenoidi, vitamine,
alcaloidi, componenti che contengono azoto, composti organosolforici e oli essenziali. Gli EO nello
specifico sembra abbiano soprattutto un’azione preventiva, come nel caso dei componenti del
Lentisco, che in vitro hanno mostrato un potenziale inibitorio nel caso di cancro al colon, alla prostata

o0 ai polmoni®,

Le proprieta antiossidanti sono state gia discusse, le quali, proprio in questo contesto, risultano
fondamentali; oltre a cio gli EO possono inibire I'ingresso di mutageni nelle cellule o inattivarli,
catturare i radicali che questi producono o inibire la conversione da parte degli enzimi dei
promutageni in mutageni®t. Componenti come a-terpinene, a-terpineol, 1,8-cineole, d-limonene,
camphor, citronellal e citral (la cui struttura & presente in Figura 22) risultano essere efficaci in tal
senso; in alcuni studi e stato dimostrato che gli EO aiutano a ridurre il danneggiamento e la morte
mitocondriale da parte del lievito Saccharomyces cerevisiae e a proteggere le cellule da possibili

mutazioni causate dai raggi UV,

Cio che si & visto inoltre & come diversi terpenoidi e composti aromatici abbiano effetti nei confronti
delle cellule tumorali, inducendo la produzione di specie reattive dell’ossigeno, I'apoptosi e riducendo
la vascolarizzazione tumorale. Gli effetti sono ancora pil evidenti se associato all’'EO & presente un

agente chemioterapico o radioterapico.
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Figure 22: Struttura chimica di alcuni componenti attivi degli oli essenziali*

1.7 Effetti tossici

In tale contesto, il problema principale degli oli essenziali &€ dato dalla loro complessita dal punto di
vista costitutivo, che porta quindi a non avere dei target specifici cellulari durante la loro azione; nei
confronti di una cellula eucariote questi possono portare alla depolarizzazione delle membrane
mitocondriali, modificando il flusso di ioni Ca* e altri canali ionici, riducendo il gradiente di pH,
agendo anche sulle riserve di ATP o aumentando la permeabilita della loro membrana (come avviene
sui batteri)®. Nel peggiore dei casi quindi I'azione degli EO puo portare alla morte cellulare per

apoptosi o necrosi.

In alcuni oli essenziali invece sono state riscontrate molecole fotoattive, che, se esposte a luce

ultravioletta, portano alla produzione di addotti citotossici o altamente mutageni®.

La maggior parte degli studi in ogni caso sono rivolti al singolo componente che puo avere effetti
benefici, ma sull’intero EO, con il complesso sistema di numerosi costituenti, ognuno con la sua
azione individuale o sinergica, si hanno pochi dati a disposizione. Inoltre i componenti definiti come
rischiosi o potenzialmente cancerogeni sono stati testati prevalentemente su roditori, i quali li
metabolizzano in modo differente rispetto agli umani e in alcuni casi vengono usate dosi molto elevate

prima di vedere degli effetti®®.

La tossicita di un prodotto viene valutata in base agli effetti che si notano sull’organismo, tessuti o
cellule tramite una misura a livello di popolazione, come la dose letale mediana LDso, ovvero quella

dose in grado di uccidere meta dei membri di una determinata popolazione animale*.



Anche nel nostro caso & importante considerare la dose corretta da utilizzare, in modo da non causare
problemi di tossicita, o, al contrario, non notare alcun effetto positivo. In alcune analisi fatte su dei topi
ai quali sono stati somministrate diverse dosi dell’olio essenziale del 7hymus vulgaris si € notato che
se si somministrano 2000mg/kg per peso corporeo in alcuni casi si provoca la morte, preceduta
dall’insorgenza di problematiche al sistema respiratorio, nervoso centrale e autonomo; sono state
rilevate alterazioni delle cellule polmonari sia con questa dose che nel caso di dosi orali ripetute in 28
giorni (100-250-500mg/kg per peso corporeo), probabilmente dovute alla volatilita dei componenti

dell’olio e come effetto della presenza del thymol®!.

1.8 Stabilita

Come gia accennato, la composizione di un olio essenziale pu0 variare facilmente, in base a diversi
fattori legati al periodo precedente alla loro estrazione, al metodo con il quale questa & avvenuta, ma
anche poi alla sua conservazione e alla successiva manipolazione. Ottenuto I'olio e privato della sua
protezione vegetale, i costituenti tendono ad essere facilmente inclini a reazioni ossidative, di
polimerizzazione e a trasformazioni chimiche (come schematizzato in Figura 23), che possono portare
semplicemente ad una perdita/diminuzione delle proprieta. Sono soprattutto i terpenoidi a subire

delle modifiche, evidenti in alcuni casi dal cambio di colore nell’olio, ad un odore pili pungente2.
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Figura 23: Possibili reazioni che possono avvenire negli oli essenziali*’

In altre situazioni invece questi possono rendere I'EO capace di sviluppare delle dermatiti o
sensibilizzanti della pelle.

Nel caso dell’ossidazione, questa avviene a contatto con I'aria (in presenza di determinate condizioni,
come una certa concentrazione di Oz, una particolare struttura molecolare, un input energetico), nel
momento in cui le molecole insature reagiscono con I'ossigeno, tramite un meccanismo a catena di
radicali liberi.

Ci sono poche analisi approfondite riguardo tale stabilita, ma si possono individuare alcuni fattori che
hanno una certa incidenza, come il cambiamento di temperatura, I’esposizione all’ossigeno e alla
luce, che sia quella visibile o quella ultravioletta (che accelera il processo di autossidazione). Nel caso

del calore, in genere un aumento di temperatura tende ad accelerare una reazione chimica ma anche



un abbassamento di questa, oltre un certo valore, puo avere effetti negativi, favorendo la solubilita
dell’ossigeno nei liquidi e, di conseguenza, una reazione ossidativa.

Come accennato inizialmente, anche il metodo conservativo ha una sua influenza, in particolare nel
caso di contenitori metallici, che possono rilasciare delle impurita nell’olio promuovendo la
degradazione.

Ogni olio essenziale, con le sue percentuali di componenti presenti, ha diversi criteri di conservazione,
reagendo in modo differente ai fattori sopra descritti, ma le regole generali prevedono di porli al buio,

lontano da fonti di calore e in contenitori sigillati o in atmosfera di azoto*.

1.9 Mentha x piperita

E stato preso in analisi I'olio essenziale di menta del tipo “Mentha x piperita (Huds), variante
Officinalis (Sole) forma Rubescens (Camus)’, incrocio tra la Mentha aquatica e \a Mentha viridis,
appartenente alla famiglia delle Lamiaceae, prodotta in Piemonte e precisamente a Pancalieri; viene
molto spesso chiamata in modo piu identificativo “Mentha di Pancalieri’ o “ Mentha Mitcham da

Pancalieri’ ed € un prodotto di Denominazione di Origine Protetta (DOP).

1.9.1 Proprieta

L’olio essenziale della menta € uno dei pit prodotti ed utilizzati, nei vari ambiti, data I'ottima fragranza
e il fatto che viene riconosciuto spesso come sicuro dal punto di vista alimentare, oltre ad avere
componenti (presenti in maggior quantita), come menthol e menthone, con effetti antimicrobici.
Alcune analisi fatte su campioni di Mentha di Pancalieri hanno evidenziato le proprieta antifuginee
forti nei confronti del Cryptococcus neoformans, dermatofiti, Saccharomyces cerevisiae, e Pichia
carsonii, un po’ meno contro i lieviti Candida kruseie C. glabrata. Vliene utilizzato inoltre in diversi

medicinali, per il trattamento del mal di stomaco, dolori al petto e per problemi all’intestino*.

1.9.2 Tossicita

Tra i componenti della Mentha, & stata analizzata la biocompatibilita di monoterpeni come R-pulegone
(PUL) e R-menthofurano, rilevando alcuni casi di epatotossicita nei roditori e, soprattutto per il PUL,
tossicita a livello polmonare con variazioni nell’espressione delle microRNA*., Anche la stereochimica
ha una sua importanza, in quanto I’S-enantionmero del pulegone é risultato meno tossico dell’R-

enantiomero (Figura 24), che per0 si trova pil spesso nell’olio®.
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Figura 24: Isomeri del pulegone*®

L’Unione Europea ha stabilito dei valori massimi di pulegone da inserire negli alimenti, pari a 25mg/kg
in generale, 100mg/kg nelle bevande, 250mg/kg in caso di bevande con aromatizzatore alla menta e

fino a 250mg/kg nella confetteria alla menta®.

In diversi studi si sostiene che la causa dell’epatotossicita del pulegone sia dovuta in parte alla
formazione di un metabolita dopo I'ingestione dell’olio, il menthofuran®; in altri invece si rileva come
siano i metaboliti di quest’ultimo dovuti all’ossidazione da parte del citocromo P450 nel fegato, ovvero

il p-cresol e altri prodotti, a causare questa tossicita®’.

Per quanto riguarda il menthol, secondo la Natural Standards, una dose di 1g/kg per peso corporeo
considerata fatale; & stata dimostrata la sua azione analgesica e rilassante dal punto di vista
muscolare, ma ci sono state delle reazioni avverse dovute all’assunzione dell’olio di mentha tramite
capsule come ipersensibilita, dolore addominale, reflusso acido, bradicardia, tremore muscolare e
ulcerazioni orali. Alte dosi di EO di Mentha hanno causato problemi a livello cerebrale e renale negli

animali“®,



2.Rivestimenti antibatterici

L’adesione microbica & una delle cause principali di fallimento di un impianto; i materiali protesici,
estranei all’organismo, possono risultare il substrato ideale per i batteri per attaccarsi e moltiplicarsi.
La topografia (ruvida, idrofobica, etc) e la composizione chimica di questa superficie inoltre hanno un
ruolo importante in questo processo, favorendolo o meno. Si possono individuare due stadi durante
I’adesione batterica e la sua progressione (rappresentato in Figura 25): nella fase | si ha una rapida e
reversibile interazione tra i microrganismi in forma planctonica e il substrato, fino a quando non
raggiungono una maggiore stabilita e cambiano conformazione, con la formazione di un sottile strato
di biofilm (matrice prodotta dagli stessi, costituita da polisaccaridi, DNA extracellulare e proteine®) si
passa quindi alla fase Il, irreversibile, in cui lo strato di biofilm si ispessisce, protegge i batteri da un
attacco esterno ed e quindi pitl complicato da debellare, oltre ad esserci la tendenza, a questo punto,

da parte dei microrganismi di distaccarsi e diffondersi, creando degli emboli infettivi®..

Forma Biofilm
Planctonica

Figura 25: Fasi dell'adesione batterica e formazione di biofilm>?

Il trattamento principale che si adotta oggi € la somministrazione di una dose di antibiotico, in base al
livello di infezione, fino alla chirurgia di revisione nei casi piu gravi; non sempre si hanno pero effetti, a
causa della resistenza microbica o di un intervento tardivo; inoltre si & visto che la struttura interna del
biofilm puo essere diversa in base al tipo di batterio e alle condizioni ambientali, complicando I’'azione
antibatterica. E importante quindi che gli approcci seguiti per risolvere il problema sull’'impianto
puntino ad impedire la formazione del biofilm, evitando I’adesione primaria dei batteri (azione
antiadesiva), uccidendoli allo stato planctonico (azione battericida) o bloccandone la riproduzione

(azione batteriostatica), al contatto con la superficie o tramite rilascio di agenti antimicrobici.

Possiamo quindi distinguere due tipi di approcci®:
- Uno passivo, come nel caso delle superfici antiadesive, ottenute modificando le caratteristiche
esterne dell’impianto, rendendoli piu rugosi, idrofilici o aumentando la loro energia libera;

- Uno attivo, con rivestimenti batteriostatici o battericidi.



Le strategie adottate ad oggi per combattere il problema tramite il secondo approccio hanno dato

ottimi risultati e in alcuni casi risultano indispensabili. In base al tipo di antimicrobico usato, si

possono distinguere due categorie:

e con agente inorganico, come argento, rame, ossido di zinco, solfuro di molibdeno e

componenti di nitruro;

e Con agente organico, come antibiotico, peptide antimicrobico, polimero, oli essenziali ed altri.

Considerando i metodi che non sfruttano antibiotici per i rivestimenti, in modo da ridurne I'utilizzo,

possiamo distinguere:

Tabella 4: Rivestimenti antibatterici

Agente Azione svolta Tossicita
Agente antibatterico molto In qualche caso le nanoparticelle
utilizzato in ambito clinico, spesso | penetrano nel citoplasma e nella
sottoforma di nanoparticelle, membrana nucleare, interferendo
mostrando delle proprieta fisico- con I'attivita cellulare o creano uno
chimiche piu stabili e un’azione piu | stress ossidativo®”:8,
diretta; agisce, attraverso il rilascio
di ioni dalla superficie, sulle
proteine ed enzimi della parete e
membrana cellulare, causando dei
cambiamenti, aumentando la
. permeabilita fino alla lisi della
Strategie Argento .
. . cellula batterica, oltre ad
chimiche interferire con il suo DNA,

impedendo ai microrganismi di
replicarsi®®. Spesso si decide di
incorporarlo nell‘idrossiapatite in
modo da avere un materiale
bioattivo e antibatterico, o in
prodotti medici come bende®; si
hanno effetti contro I’Escherichia
coli, Staphylococcus epidermidis e
aureus (questi ultimi due sono i
principali organismi infettivi nei
dispositivi medici)®36,
Fino ad oggi maggiormente usato E stata notati alcuni effetti tossici
come agente drug-delivery, di in caso di esposizione prolungata e
contrasto e terapeutico, sotto ad elevate concentrazioni, sia che
forma di nanoparticelle di si tratti di nanoparticelle, che di
dimensione al di sotto di 2nm; ioni; soprattutto nel caso di questi
sono state notate delle proprieta ultimi, tramite somministrazione
contro batteri gram positivi e gram | orale, si & visto un accumulo non

Oro negativi, contrastando la solo a livello dei reni, ma anche nei
formazione di biofilm in alcuni polmoni, fegato e milza; anche per
casi. Si pensa che il suo effetto sia | questo si preferisce sfruttare le
dovuto all’attrazione cationica nanoparticelle>66!,




verso la membrana plasmatica
carica negativamente dei microbi;
la sua azione coinvolge il
metabolismo batterico, la
membrana cellulare e formazione
di ROS 54598°, Sono stati dimostrati
effetti antibatterici nei confronti £.
col, S. typhimuriume S.
aureus®l,

Rame

Mostra le sue capacita
antibatteriche in forma di
nanoparticelle, contro i gram
negativi, penetrando e
distruggendo la parete cellulare,
danneggiando il DNA e
producendo stress ossidativo.
Interagendo spesso con i gruppi
amminici e carbossilici presenti
sulla membrana, causando la sua
successiva rottura, ha maggior
efficacia verso i batteri che
presentano una piu alta
concentrazione di questi sulla
superficie.

Ha effetto contro batteri come
Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa

(P. aeruginosa), e Clostridium
difficile (C. difficile). L' utilizzo in
vivo non & ancora completamente
analizzato®.

La sua azione € pil limitata
rispetto all’argento, per questo
motivo richiede una dose piu
elevata®®.

Si tratta di un elemento traccia;
quando I'assunzione di
nanoparticelle supera certi valori,
mostra effetti tossici che possono
portare alla morte cellulare,
causate da un aumento della
produzione di ROS e di specie
reattive dell’azoto (RNS) a livello
polmonare e del fegato®2.

Fluoro

L’idrossiapatite fluorurata mostra
un’ottima attivita antibatterica
contro lo S.aureus, E. coli e
Porphyromonas gingivalis®®.

Un’elevata assunzione di ioni
fluoruro risulta essere pericolosa,
causando problemi respiratori,
gostrointestinali ed epatici, oltre
ad incidere sul sistema nervoso®.

Ossido di
zinco

Le nanoparticelle sono spesso
utilizzate come drug carriers;
invece quando attivate dalla luce
visibile, svolgono la loro azione
contro lo S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, £
coli; S. mutans, L.
monocytogenes, S. aureus, K.
pneumonia, stimolando la
produzione di ROS e
accumulandosi nel citoplasma e

Le nanoparticelle perd possono
avere effetti tossici a livello delle
cellule, causare stress ossidativo o
disfunzione mitocondriale, a causa
della loro solubilita®*.




nella membrana esterna®®°,

Ha dimostrato di avere proprieta
batteriostatiche contro Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, agendo sul DNA,

Non risulta essere citotossico se in
una dose di 10.1mg/L.

In un altro studio si & notato che
nanoparticelle con dimensione
troppo piccola (2-3nm) e forma
sferica, tende ad essere

Platino stimolando I'iperproduzione di ATP
e di ROS*. maggiormente citotossica
Le nanoparticelle sono (penetrando piu facilmente
comunemente usate nell’industria | attraverso la membrana) rispetto a
alimentare®. quelle di maggiori dimensioni e
forma cuboidale, ovale o a fiore®®.
Agisce sulla membrana cellulare, I materiali in carbonio hanno
sia in modo meccanico, con una rivelato una certa tossicita, in
parziale penetrazione e una piu dipendenza dalla forma delle
ampia superficie di contatto conil | nanoparticelle: in particolare si ha
Nanotubi di batterio, che con uno stress maggiore citotossicita in presenza
carbonio ossidativo, dovuto alle proprieta di nanotubi a parete singola, un po'
elettriche dei nanotubi; ci sono meno con quelli multi-parete e nel
ancora poche applicazioni a tal caso del fullerene®®.
scopo e non é stata valutata
appieno la loro tossicita sul corpo
umano®¢7,
L’ossido di grafene ha proprieta In caso di materiali in GO troppo
battericide limitate paragonandolo | piccoli, si hanno effetti nei
ad altri materiali; dato che la sua confronti delle cellule sanguigne®°.
azione si esplica al contatto con i Una certa tossicita si & notata
Materiali a batteri (perforandone la anche ad elevate concentrazioni,
base di membrana e causandone uno ma in modo meno significativo
grafene stre.ss ossidativo), spe§so viene rispetto ai nanotubi in carbonio.
utilizzato come base di supporto
per altre nanoparticelle con azione
antimicrobica, facilitando
Iinterazione®.
Non é chiaro il meccanismo di In forma di nanoparticelle ha
azione, ma si & visto che crea un mostrato minori effetti citotossici,
legame con la parete cellulare rispetto allo stato libero; in
batterica carica negativamente, generale si ha bassa tossicita’2.
Chitosano provocandone la rottura, con

effetti sulla permeabilita della
membrana; inoltre inibisce la
riproduzione del DNA, la crescita e
infine ne causa la morte*.

Strategie

La presenza di nanopillar
conferisce alla struttura delle
proprieta battericide contro lo

[Commentato [FS1]: Sono antibatteriche o antiadesive? J
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fisiche
(metodi
biomimetici)

Topografia ad
ali di cicala

Pseudomonas aeruginosa, efficace
contro i batteri gram negativi, ma
non contro i gram positivi, avendo

questi una parete di peotidoglicani
pil spessa; se rivestito d’oro, ha un
effetto contro la Saccharomyces
cerevisiae®73,

La presenza di nanoprotrusioni
conferisce un’azione contro batteri
gram positivi e gram negativi®®,
deformando e penetrando gli strati
esterni, ma non rompendoli;
possono pero inibire la divisione
delle cellule batteriche e stimolare
la produzione di specie reattive’.

Topografia ad
ali di libellula

La conformazione ha effetto contro
alcuni batteri Gram negativi (come
lo Porphyromonas gingivalis)®®.
In particolare le spinule presenti
svolgono un’azione battericina al
primo contatto e
batteriostatica’>76.

Topografia a
pelle di geco

Simulata in silicio, riduce
I’adesione batterica®®.

In uno studio si € visto che un
pattern di Imicrom riduce
I’adesione e crescita batterica di
colonie di E.coli e S. aureus; in
particolare i fattori che incidono
nel processo sono la presenza di
siti di adesione favorevoli dal punto
di vista energetico e i confinamenti
fisici’”.

Pattern a nido
d’ape (azione
antiadesiva)

Sono state provate anche strategie sinergiche, come un array di nano rods in ossido di zinco/poli
dopamina/angina-glicina-acido aspartico-cisteina, i quali riescono a distruggere i batteri, mantenendo

la loro citocompatibilita®.

Sul chitosano sono stati fatti diversi studi: si tratta di un polimero semi naturale, derivante dalla
chitina, la quale ha un elevato contenuto di azoto e viene ricavata dalle pareti cellulari di funghi e
esoscheletri di crostacei e insetti. Il chitosano & ottenuto andando a modificare chimicamente la
chitina, migliorandone le proprieta; quindi alla fine si ottiene un polimero biodegradabile, non tossico,
biocompatibile, non allergenico e antimicrobico in forma di nanoparticelle, fibre, gel, membrane o
spugne. La sua azione riguarda batteri gram positivi e negativi, funghi filamentosi e lieviti, colpendo la

loro parete cellulare (rendendola pili permeabile) e il DNA, agendo sulla viabilita dei biofilm. Tramite




questi rivestimenti si € vista un’azione antimicrobica, che fosse un impedimento alla loro adesione o
rallentamento del metabolismo, migliorata di circa il 60% rispetto all’assenza di un coating, grazie ad

un aumento dell’idrofilicita della superficie (quindi della polarita) e della sua rugosita’s.

Sono stati provati anche degli approcci che prevedessero una funzionalizzazione tramite il
carbossimetil chitosano o I'utilizzo in associazione con agenti antimicrobici o peptidi, aumentando e

prolungando nel tempo le capacita antimicrobiche e antiadesive’.

Recentemente sono stati valutati coating di probiotici, microorganismi non patogenici, i quali, se
utilizzati nella giusta quantita e in modo controllato, possono avere proprieta benefiche; in particolare
questi possono agire distruggendo il biofilm o impedendo I'adesione tramite esclusione con un coating
0 competizione, cioé una coltura in cui siano presenti sia i probiotici (e/o i suoi metaboliti) e I’agente
patogeno. L’azione antibatterica & dovuta al rilascio di sostanze come acidi organici (lattico, acetico,
propionico e succinico), acido solfidrico e perossido, etanolo, diossido di carbonio, EPS, batteriocine e
biosurfactanti; questi ultimi, oltre i vari effetti che possono avere sulla membrana cellulare e
citoplasmatica, possono influenzare I’espressione genica del biofilm e il suo rilascio di molecole di

segnale nel quorum sensing®.

| materiali biomedicali sui quali in questa sperimentazione ci siamo focalizzati sono il titanio (in
particolare parliamo di ASTM F136 (Ti-6Al-4V)) e I'ultra high molecular weight polyethylene
(UHMWPE).

2.1|Rivestimenti sul titanio

Materiale di interesse nel caso dei biomateriali, avendo ottime proprieta meccaniche, modulo di

Young non troppo elevato (100-110 GPa), simile a quello dell’osso, che permette di ridurre il

fenomeno dello stress-shielding e facilita il imodellamento osseo, ceme-ottima resistenza alla

corrosione dovuta alla formazione di un sottile strato di ossido, e buona biocompatibilita.-e-medule-di
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Figura 26: Titanio in campo biomedico

Le maggiori applicazioni del titanio le troviamo in campo ortopedico e in applicazioni dentali (Figura
26), in contesti in cui e richiesto un trasferimento di forze e una resistenza a fatica adeguati; una
limitazione di questo materiale pero & data dalle proprieta tribologiche, avendo un alto coefficiente di
attrito, bassa durezza e formando usura adesiva; oltre a cio il titanio non crea un legame chimico con
I’0ss0, per questo si ricorre spesso a coating che facilitino I'osteointegrazione, come i rivestimenti in

idrossiapatite tramite plasma spray®’.

Un altro aspetto che si punta a migliorare € I'antibattericita ricorrendo a soluzioni che non prevedano
I'utilizzo di antibiotici: & stato provato sui roditori un peptide antimicrobico (contro batteri gram
positivi e gram negativi, anche alcuni resistenti a piu farmaci come lo S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa) sintetico e cationico, la melimine, funzionalizzato sul titanio e impiantato, che ha
mostrato la capacita di ridurre la colonizzazione batterica nel giro di qualche giorno®; anche per il
titanio sono ampiamente utilizzate le nanoparticelle in argento, singolarmente o caricate nei
rivestimenti, come nel caso in analisi di un film ibrido in chitosano-silicio, con buoni effetti
antimicrobici®. In un altro studio si & posto un coating composito di nanofibre in policaprolattone
(PCL)/ idrossiapatite (1A) sulla superficie del Ti modificata tramite una soluzione piranha (miscela di
acido solforico e perossido di idrogeno, per eliminare i composti organici e renderla idrofila), notando
come svolgesse un’azione batteriostatica, mantenendo una certa citocompatibilita®. Si & pensato
anche di utilizzare su questo materiale il rame, per migliorarne le proprieta meccaniche, oltre a
conferirgli proprieta antibatteriche: i problemi principali descritti in questo studio riguardano la
tecnica da utilizzare per poter legare gli ioni di Cu, oltre alla potenziale tossicita della sostanza se al di

sopra di una certa dose®.

Ci sono ad oggi poche ricerche riguardo I'applicazione di oli essenziali per questo scopo sui materiali
impiantabili, nella maggior parte dei quali si cercano di analizzare gli effetti della Mentha piperita e dei

suoi componenti®, come & stato fatto per il titanio, in un lavoro descritto successivamente.



Queste tecniche sono pero ancora da perfezionare, dato che, ad esempio, nel coating spesso non si ha
una distribuzione uniforme e non sempre si crea un legame forte con la superficie in metallo
dell'impianto, mentre nel grafting/funzionalizzazione c’e poco controllo sul rilascio del farmaco, a
meno che non si utilizzi un layer sensibile ad uno stimolo, che pud essere una determinata corrente,
un pH o temperatura, ma non di semplice attuazione. Un esempio di approccio di questo tipo molto
recente (2021) & uno studio effettuato su un grafting costituito da un peptide, che permette di legare
covalentemente la vancomicina e poi rilasciarla in presenza di un enzima prodotto dal batterio stesso

che si vuole eliminare, lo Staphylococcus aureus®.

2.2 Rivestimenti sullUHMWPE

Il polietilene ad alto peso molecolare & un polimero con piu di 200.000 unita ripetitive di etilene, con
buone proprieta meccaniche come bassa frizione, alta resistenza agli urti, resistenza corrosiva e
all’abrasione e buona biocompatibilita, ma con una durata finita data dall’'usura per sfregamento con
un materiale metallico e dai deterioramenti dei componenti in esso, difatti tende molto ad ossidarsi,

soprattutto dopo alcuni metodi di sterilizzazione (come i raggi gamma).

E usato in particolar modo nelle protesi articolari (Figura 27, coppa acetabolare, piatto tibiale), ma

anche come sostitutivi di dischi intervertebrali

Figura 27: UHMWPE in campo biomedico®

Nel tempo sono stati valutati diversi metodi per migliorarne le proprieta, come la stabilizzazione
tramite Vitamina E, per una miglior resistenza all’ossidazione®; si vuole anche renderlo antibatterico
con dei rivestimenti con materiali simili, in alcuni casi, a quelli precedentemente riportati, come il
rame, il quale viene legato tramite la tecnica della deposizione chimica a vapore €, oltre ad
aumentarne la robustezza, apporta un’azione battericida nei confronti dell’Escherichia colie S.

aureus®.



Analogamente ¢ stato posto I'argento con questa funzione tramite irradiazione ionica, ma sul
polietilene ricoperto da uno strato di carbonio simile al diamante in modo da ottenere una superficie

pill resistente all’'usural ..

In alcuni lavori & stato utilizzato il biossido di titanio TiO, (tramite irraggiamento laser con il metodo
Laser lon Source) avendo questo mostrato effetti antimicrobici quando eccitato dalla luce ultravioletta
UV; si & cercato di espandere la risposta spettrale per avere un’attivazione anche alla luce visibile, con
la quale quindi questo rivestimento crea un film di ossido, che limita e ostacola I’adesione batterica®.
Anche I'utilizzo del Nylon 6,6 (una poliammide con buone proprieta termiche e forza meccanica) ha
migliorato I'antibattericita dellUHMWPE®,

Su questo materiale & stato testato inoltre un precursore liquido della guanidina (un composto con
forte alcalinita, data dall’ossidazione della guanina, depositato tramite deposizione chimica da vapore
potenziata dal plasma a pressione atmosferica (APPECVD)) che ha mostrato anch’esso di essere un

buon agente antimicrobico®.

2.3 Coating con Oli Essenziali

A proposito dell’utilizzo degli EO a questo scopo, si sta gia facendo qualche tentativo: ad esempio in
uno studio si & cercato di analizzare I'effetto della Listerina (un composto degli oli essenziali con
proprieta antisettiche) sulla morfologia e proliferazione delle cellule staminali, per un’applicazione
sugli impianti dentali, dato che i metodi precedentemente utilizzati sono risultati tossici nei confronti
delle cellule gengivali e ossee. Dall’analisi si & notato che le cellule risentissero in modo negativo della
presenza di questo componente, ma si potrebbe pensare di ridurre la dose di Listerina usata o

diluirla®.

Per una futura applicazione sugli impianti, € stata analizzata I'applicazione di diversi oli essenziali (di
citronella, basilico, rosmarino, eucalipto, tea tree, lavanda, chiodi di garofano e cannella) su una
matrice di silice ibrida, funzionalizzata con gruppi metilici e preparata tramite il metodo del sol-gel,
per ottenere un rilascio controllato: i migliori risultati (in quanto ad antibattericita e quantita di dose
rilasciata, condizionata dalla polarita del substrato e quindi dai gruppi metilici) si sono osservati con
I’EO di cannella®. L’azione di quest’ultimo, unito al chitosano, & stata valutata in diverse
concentrazioni su campioni in acciaio inossidabile utilizzati in impianti ortopedici, quando posto come
coating: sono stati notati effetti di contrasto alla formazione del biofilm di Staphylococcus Epidermidis

nel caso di concentrazioni pill elevate®’.

In un altro studio effettuato sul cemento osseo in polimetilmetacrilato (PMMA), & stato testato come

additivo antibatterico I'olio essenziale di menta incorporato in idrossiapatite, aggiungendolo nella



polvere iniziale del materiale, ottenendo buoni risultati nei confronti dello Staphylococcus aureus e lo

Pseudomonas aeruginosa®.

Inoltre in un precedente lavoro svolto al Politecnico di Torino, & stata valutata la capacita antibatterica
dell’olio essenziale della Mentha x piperita Luds, una varieta di menta prodotta a Pancalieri,
Piemonte, selezionata dopo un confronto con altri oli come quelli del Thymus Vulgaris e la Lavandula
Hybrid, mostrando questa delle proprieta pil pronunciate. La superficie del titanio € stata trattata
chimicamente (tramite un etching in acido fluoridrico diluito e una riossidazione nell’acqua
ossigenata, ottenendo una topografia porosa alla nanoscala e I'attivazione di gruppi OH), poi irradiata
con radiazione ultravioletta e quindi si & passati sia alla funzionalizzazione tramite incubazione
all’interno di una soluzione di etanolo e 50% di olio essenziale, che al coating, distribuendo una goccia
di EO sulla superficie e poi polimerizzando. Si & notata, tramite analisi in gascromatografia-
spettrometria di massa, la comparsa di componenti nuovi (dimostrazione della loro delicata stabilita),
derivanti da alcuni presenti nell’EQO. | risultati hanno mostrato che, soprattutto nel caso del coating, si
ha una riduzione importante dell’adesione batterica, con un’azione batteriostatica piu che battericida
nei confronti dei batteri Gram-positivi, da parte dei fenoli e terpenoidi presenti. La menta legata al
titanio tramite coating pero e risultata citotossica, essendo presente una dose un po’ pill importante e

per il tipo di molecole presenti®.

Partendo da questi risultati, il presente lavoro si & concentrato sulla ricerca di un olio essenziale che
avesse le stesse qualita della menta testata, conferisse maggiori proprieta al titanio da impiantare, ma
che fosse meno tossico nei confronti delle cellule, da porre sia sul titanio (tramite funzionalizzazione e

coating) che sullUHMWPE (soaking a diverse concentrazioni).



3.Lubrificazione nelle articolazioni

Nelle articolazioni sinoviali (o diartrosi) & presente un lubrificante naturale, il liquido sinoviale, che si
trova tra la membrana sinoviale, che lo produce tramite filtrazione del plasma'®, e la cartilagine
articolare, riempiendo tale cavita (immagine esplicativa presente in Figura 28). Si tratta di un mezzo
dal colore giallo e traslucente quando in ottime condizioni, con comportamento non-Newtoniano

durante I'assottigliamento al taglio e una viscosita che cambia con la velocita di taglio.

Articular
capsule

— Synovial

Articular i

cartilage
- Synovial
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Figura 28: Liquido sinoviale nelle articolazioni'’!

Questo ha vari componenti, come I'acido ialuronico, proteine tensioattive (ad esempio i proteoglicani
4 o lubricina), fosfolipidi tensioattivi, insieme ad altre proteine quali le sieroalbumine e y-globuline;
ognuno di questi & fondamentale per la lubrificazione delle articolazioni e per il nutrimento dei tessuti
non vascolarizzati. Soprattutto in base alla quantita di acido ialuronico presente (il piu abbondante tra
i componenti), il liquido sinoviale ha una viscosita diversa, che in condizioni normali risulta molto
elevata, mentre si & notato che, in caso di patologie, questa tende a diminuire; per questo vengono
effettuate iniezioni del glicosaminoglicano in questione per il trattamento del dolore al ginocchio
dovuto all’osteoartrite. La lubricina invece ha un ruolo fondamentale nella lubrificazione limite
(insieme all’albumina e globulina) tra i giunti, riducendo il coefficiente di attrito (COF) di circa il
70%1%2,

Di norma la quantita di fluido e le cellule in esso sono ridotti, ma in condizioni patologiche si ha un

aumento di entrambi.

In presenza di un impianto pero il liquido sinoviale risulta in parte corrosivo, aumentando il rischio di

adesione tra le superfici‘®,



3.1 Meccanismi di lubrificazione

Le prove di lubrificazione e frizione tra superfici si basano sulla curva di Stribeck (Figura 30), nella

quale vengono messi in relazione il coefficiente di attrito (COF), la viscosita del lubrificante (n), la forza

applicata (FN) e la velocita di trascinamento (v), presentando tre zone corrispondenti a regimi diversi:
la lubrificazione limite, la lubrificazione elastoidrodinamica/mista e la lubrificazione idrodinamica. Le
tre regioni sono caratterizzate da un diverso valore del coefficiente A, il quale € legato allo spessore

hmin del fluido tra le due superfici e alle rugosita Ra delle stesse!®:

- hmin
JRa + Ra3
in particolare, quando ho lo stesso materiale interfacciato e stessa rugosita, se hmin € molto sottile
(quasi tendente a 0), siamo nella zona della lubrificazione limite; se invece & circa pari ad R, siamo
nella lubrificazione elastoidrodinamica/mista e infine se h € molto piu elevata di R, siamo in quella
idrodinamica (figura 29), regione di lubrificazione completa, nella quale sarebbe preferibile lavorare
per essere sicuri che non ci sia contatto tra le superfici'®.
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Figura 29: Condizioni di lubrificazione!"*
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Figure 30: Curva di Stribeck, Regioni di lubrificazione'*



Il valore di hmin @ sua volta dipende dalla viscosita del lubrificante, la forza applicata, velocita di

trascinamento, raggio e modulo di Young!%,

In genere i valori pit elevati di COF si trovano nella prima regione, con bassa velocita di trascinamento,
bassa viscosita e elevate forze e, come detto, in questa situazione contribuiscono a ridurre la frizione
le albumine, globuline e lubricina!® nella maggior parte dei casi, ma non sempre questo si verifica,
dato che in uno studio & stato visto come ci fosse un aumento del COF aggiungendo I'albumina del

siero bovino (BSA) al tampone fosfato salino*°.

Qui possiamo avere 4 tipi di usura, che spesso compaiono insieme: adesiva, abrasiva, da fatica
superficiale o chimica. | fattori che influenzano ed intervengono in questo caso sono diversi, dal

materiale delle superfici a contatto, al tipo di lubrificante o alla sua temperatura.

Lo strato pili spesso che si va a creare nella terza zona idrodinamica si pensa che sia dovuto al fatto

che, in presenza di elevate pressioni, la viscosita del lubrificante aumenti.

3.2 Proprieta e additivi

Un buon lubrificante deve avere un grado di viscosita adeguato, in quanto se troppo elevata pud

aumentare la temperatura e la resistenza, se troppo bassa favorisce |'attrito tra le parti a contatto.

L’indice di viscosita va ad indicare come cambia questa in base alla temperatura: si vorrebbe fosse
alto, ad indicare una ridotta variazione, per essere certi di poterli usare in un ampio range di

temperature. Il punto di infiammabilita deve essere alto, ad indicare una bassa volatilita del

lubrificante e una certa sicurezza durante I'uso; deve avere delle buone proprieta a basse
temperature, come un basso punto di scorrimento (temperatura alla quale diventa semi-solido e perde

le caratteristiche di flusso), dato che, in caso contrario, si hanno situazioni di-attrito e usura. La

stabilita all’ossidazione € un criterio importante, in modo da non avere casi di addensamento e

polimerizzazione del lubrificante.

3.3 Lubrificanti a base vegetale in campo industriale

La ricerca di lubrificanti biologici suscita sempre piu interesse, soprattutto in contesti nei quali si ha a
che fare con materiali dannosi e non rinnovabili, considerando che una gran parte di questi ogni anno
viene dispersa nell’ambiente. Si parla quindi di “lubrificanti a base biologica” o “bio-lubrificanti”,
riferendosi a prodotti come oli vegetali, grassi animali o qualsiasi idrocarburo rispettoso dell’ambiente,
rinnovabile, biodegradabile e, allo stesso tempo, con buone proprieta quali lubricita, alto punto di
inflammabilita (avendo una bassa pressione di vapore e volatilita, quindi & ridotto il rischio di incendio
durante I'uso), alto potere isolante, alto indice di viscosita e buona resistenza al taglio. Questi prodotti

detti oleochimici, vengono poi scomposti in acqua e diossido di carbonio in un ciclo chiuso (Figura



31), in quanto la quantita di quest’ultimo rilasciata € pari a quella prelevata da parte delle piante

dall’atmosfera®’.
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Figura 31: Ciclo di vita di un lubrificante vegetale'*®

I lubrificanti biodegradabili a base oleosa sono di 5 tipi: oli vegetali con molti doppi legami o altamente

oleici (HOVOs); polialfaolefine a bassa viscosita; glicoli polialchilenici; esteri dibasici; oli poliesteri.

Gli oli vegetali sono costituiti da trigliceridi, le cui lunghe catene di acidi grassi si legano bene con le
superfici metalliche, tramite i gruppi polari (glicerolo), favorendo la formazione di forti monolayer
durante la lubrificazione limite e riducendo sia la frizione che I'usura. Si & notato inoltre in diversi studi

I’esistenza di una forte correlazione tra la forza di -attrito presente tra due superfici e la quantita di

acidi grassi insaturi presenti nell’olio, quindi la percentuale di acido oleico o linoleico (in rapporto
inversamente proporzionale); & importante percio il numero di doppi legami presenti, in quanto
all’aumentare di questi, aumenta la forza di friziene-attrito e diminuisce la viscosita!®®, ostacolando le
catene dei trigliceridi nel formare uno strato protettivo sulla superficie e favorendo inoltre
comportamenti ossidativi dell’olio. La struttura di questi trigliceridi, le interazioni intermolecolari
casuali e la lunghezza delle catene di acidi grassi, influenza percio sia il grado di viscosita che la

stabilita in un range di temperature (uno schema riassuntivo & presente in Tabella 5)'%7.



Tabella 5: Correlazione tra lo stato della catena e le proprieta!®®

Viscosity Kinematic Low Oxidation
index viscosity temperature stability
properties
Increase of chain Positive Positive - -
length
Increase of chain Negative Negative Positive Positive
branching
Higher degree of Positive Negative Positive Negative
unsaturation

Alcuni oli vegetali piu comuni, con la loro composizione di acidi grassi, sono riportati nella Tabella 6.

Tabella 6: Oli vegetali''’

Saturated fatty acids (%) Unsaturated fatty acids (%)

C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C€20:0 C22:0 C24:0 Ci6:1 CI17:1 C18:1 Ci18:2 C183 C20:1 C20:2 C22:1 C22:2 C24:1

Safflower - - - 0.10 670 240 — - - 0.08 - 11.50 79.00 0.15 — - - - -
Grapeseed 001 - 001 0.05 660 240 - - - 008 - 1430 7470 015 040 - - - -
Silybum marianum — - 0.01 0.09 790 450 260 - - 0.05 003 204 633 088 015 - - - -
Hemp - - - 0.07 640 260 — - - 0.11 - 1150 594 336 165 — - - -
Sunflower - - 002 009 620 280 0.21 - 031 0.12 - 280 622 016 018 009 — - 039
‘Wheat germ - - 007 - 1740 070 - - - 021 - 1270 597 120 791 - - - -
Pumpkin seed - - - 0.17 13.10 570 047 - - 0.12 - 2490 542 012 1.08 - - - -
Sesame - - - - 970 650 063 014 — 0.11 - 415 409 021 032 - - - -
Rice bran - - - 039 200 210 - - - 019 - 4270 331 045 111 011 - - 038
Almond - - 009 007 680 230 0.09 - - 053 - 672 228 - 0.16 — - - -
Rapeseed - 0.01 - - 460 170 - - - 021 - 647 1960 120 910 — - - -
Peanut - - - 004 750 210 101 - 166 007 - 711 1820 - - - 012 - -
Olive - - - - 1650 230 043 015 006 180 — 664 1640 160 030 — - 0.05 -
Extravirgin olive — - - - 870 347 046 013 005 051 025 7634 864 075 034 - - 0.19 -
Coconut 760 550 4770 19.90 — 270 - - - - - 620 160 — - - - - -
Borage seed - - - 0.06 875 346 022 030 011 029 007 1652 3847 2297 4.05 035 223 - 209
Canola - - - 0.06 3.75 187 0.64 035 027 021 - 6241 20.12 837 154 011 - - 026
Corn - - - - 1034 204 044 031 026 — 005 2423 6038 099 0.28 — - - 020
Cottonseed - - - 077 21.87 227 026 036 012 047 o011 16.61 5635 033 014 010 — - 016
Evening-primrose — - - 0.04 547 183 030 031 009 — 006 750 7400 9.76 0.24 014 — - 019
Linseed - - 0.05 4381 303 020 - 0.01 - 012 2142 1518 5424 040 039 — - 0.10
Soybean - - - 0.06 990 394 041 048 021 0.08 008 2135 5602 7.15 022 — - - -
Palm - - - 112 4270 455 039 058 006 — 006 3937 1062 0.21 017 - - - 0.06
Palm kernel 343 323 4614 1617 865 227 015 — 030 — - 1646 276 — 017 - - - 027
Castor bean - - - - 130 120 - - - - - 89.70 730 050 — - - - -

Nel settore industriale e dei trasportif molto ultilizzato come biodiesel I' ofio di girasole, essendo meno
costoso dell’olio di oliva; ha un elevato contenuto di acidi grassi monoinsaturi (detto in tal caso “alto
oleico”), che gli conferisce buona stabilita ossidativa e lubricita. L’ o/io di colza ha invece elevati livelli
di acido erucico, usato inizialmente come lubrificante per i motori a vapore; tra i costituenti che
aiutano nella lubrificazione abbiamo acidi grassi liberi, fosfatidi, enzimi e glucosinolati. Nel caso

dell’ olio dei semi di soia, questo & stato usato soprattutto per scopi isolanti, in quanto, se aggiunto nei
liquidi dielettrici per i trasformatori, aumenta il punto di inflammabilita e la durata di questi, oltre che
come fluido idraulico. L' of/io di pa/ma & usato molto come additivo o come lubrificante nell’estrusione
a freddo o nella lubrificazione minimale; I’ o/io di cocco & ricco di acidi grassi saturi, motivo per cui non
si ossida facilmente, migliora il funzionamento del motore e produce meno fumo quando bruciato;

I’ olio di Jatropha, usato anch’esso come biodisel, con un elevato contenuto di acidi grassi, cosi come
I’ olio vegetale di Tamanu (Calophyllum inophyllum L.). L"olio di ricino o castor oil, ricco in acido
ricinoleico, ha una buona viscosita a basse temperature e proprieta lubrificanti ad elevate

temperature, oltre ad essere solubile in alcol, ma limitata in solventi petroliferi alifatici; I’ o/io di Karanja

& ricco in acido oleico ed & molto usato come carburante in India e nelle regioni ’Iimitrofe‘los.



Malgrado tutto questo il loro utilizzo non € ancora cosi diffuso dato che, in alcuni casi, la qualita del
prodotto non & la stessa di quello a base minerale, avendo minore stabilita ossidativa, idrolitica
(tendendo a creare piu schiume), denaturandosi con temperature elevate mentre con quelle troppo
basse si ha un alto punto di scorrimento (temperatura alla quale il prodotto smette di fluire) e punto di
intorbidimento (temperatura alla quale inizia a diventare piu torbido per processi di cristallizzazione),
non si riesce a produrne in scala industriale e non viene dato loro il giusto valore da parte delle
autorital®®, Alcuni di questi difetti possono pero essere ridotti, tramite modifiche chimiche, I'aggiunta
di additivi (antiossidanti o depressori del punto di scorrimento, che costituiscono circa il 5% del peso
dell’olio) o I’emulsificazione, in modo da ridurre o eliminare gli atomi di B-idrogeno nel glicerolo. E’
proprio la presenza di doppi legami a causare I'ossidazione dell’olio, essendo suscettibili e reattivi
all’ossigeno atmosferico. Quindi i principali fattori che influenzano le proprieta tribologiche degli oli
vegetali sono la lunghezza della catena di carbonio, il tipo di acidi grassi e la polarita. Nell’aggiunta del
giusto additivo, & importante considerare la presenza di molecole di ossigeno o azoto, che potrebbero
competere con la polarita del lubrificante ed andare ad interferire con I'abilita dei componenti dell’olio

di legarsi alla superficie metallical®®110,
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Figura 32: Strato protettivo sulle superfici metalliche!’®

In Tabella 7 vengono riassunti i[vantaggi e svantaggi \nell’utilizzo degli oli vegetali come biodiesel:

Tabella 7: Vantaggi e svantaggi degli oli vegetali

Vantaggi

Svantaggi

Indice di viscosita molto alto

Bassa stabilita ossidativa

Buona stabilita termica

Bassa stabilita idrolitica

Alto punto d’infiammabilita

Bassa stabilita ad elevate temperature

Buona miscibilita con altri lubrificanti a base
fluida e solventi

Scarse proprieta di scorrimento a freddo

Buona biodegradabilita e bassa tossicita

Scarso punto di intorbidimento

Ottimi solventi

Capacita di carico

{Commentato [FS8]: Specificare in quale applicazione }




Proprieta anti usura

Rinnovabilita

3.4 Modifiche chimiche |

Con le diverse tecniche che andremo a vedere, si cerca di ridurre il numero di doppi legami presenti
(anche se un certo livello di legami insaturi € necessario, per mantenere le proprieta dell’olio alle

basse temperature) e di gruppi B-CH, che favoriscono I'instabilita del lubrificante.

Transesterificazione/Esterificazione

Reazione con la quale in genere si ottengono i biodisel: si utilizza un reagente alcolico e un
catalizzatore, per ottiene la rottura delle molecole dei trigliceridi, quindi glicerolo e acidi grassi esteri
metilici. Nel caso della transesterificazione il glicerolo poi & sostituito dal poliolo, che non contiene
atomi di idrogeno in posizione B, migliorando la stabilita termica ad elevate temperature e riducendo
la volatilita. Lo svantaggio del procedimento & dato dal limite di applicazione su un olio ad alto

contenuto di acido oleico e dalla necessita di temperature elevate!0&110-111,

Idrogenazione

Processo tramite il quale si aggiunge un atomo di idrogeno ai legami doppi C=C nei trigliceridi,
utilizzando un catalizzatore che vada a ridurre la quantita di acido linolenico, prima di quello linoleico
e oleico e che non conduca alla completa saturazione dell’olio. Sono richieste pressioni e temperature

molto alte108-110-111

Epossidazione

Reazione che converte il doppio legame C=C in epossidi tramite acidi perossidici. Si & visto che alcuni
oli come I'olio di colza epossidato, mostra migliori capacita di riduzione della frizione e di pressioni
estreme; richiede pressioni e temperature pil basse, ma pud portare ad un innalzamento del punto di

scorrimento e diminuzione della viscosita!08-110-111,

3.5 Lubrificanti nelle protesi

| materiali principalmente usati in caso di protesi articolari sono: ultra-high molecular weight
(UHMWPE) o highly cross-linked polyethylene (HXLPE), titanio, leghe metalliche (CoCrMo) o acciaio
inossidabile; nel caso della testa del femore si usa spesso la ceramica, quindi zirconia o allumina®!.
Tra questi i materiali polimerici sono solitamente utilizzati per la buona flessibilita, stabilita e basso

attrito; il hitanio ¢ impiegato nella sostituzione di ossa sottoposte ad elevati carichi'® e presenta ha

Commentato [FS9]: Per quali applicazioni vengono
utilizzate, specificare




P A resistenza g . . . .
una buona resistenza specifica (W) e alla corrosione, rari problemi allergici e una buona

biocompatibilita se confrontato con altri biomateriali metallici*'* e la ceramica & in genere usata per
I’elevata durezza, resistenza alla corrosione, stabilita chimica e biocompatibilita'*®. Malgrado cio, non
sono pochi i casi di fallimento della protesi dovuto alla formazione di usura, quindi con conseguente

inflammazione e riassorbimento osseo e legato ad una condizione di eccessivo attrito e scarsa

lubrificazione; questo avviene soprattutto nel caso di impianti che devono avere una resistenza per un
tempo piu lungo, come in pazienti giovani e attivi, per i quali sarebbero necessari materiali e

condizioni pill performanti.

Un modo per simulare il liquido sinoviale durante le prove & tramite I'utilizzo del siero bovino/vitello,
soluzione di Ringer, acqua distillata, lecitina fosfolipidica o usando la Mucina lll; risulta molto
complicato ottenere una completa mimica del fluido, essendo presenti vari componenti con funzioni
fondamentali dal punto di vista tribologico, ma soprattutto riuscire a comprendere i diversi
meccanismi che intervengono durante una variazione costante di forze e velocita; oltre a cio c’é una
carenza di parametri standard per i test tramite simulatori e ogni combinazione di materiali che si

interfacciano ha un modo differente di reagire in presenza di un lubrificante!®.

In Figura 33 e rappresentato I'uso dei diversi lubrificanti nei test tribologici nell’ultimo decennio:

EPBS

® Mucin ITI

=BCS

® Albumin

= Globumin

uSF

uSZP

" AGP
HBSS

mACS

Lubricin

Figure 33: Uso dei differenti lubrificanti nei test tribologici'!”

Nel caso del UHMWPE, il piu utilizzato & in genere il siero, avendo dato risultati molto simili ad
evidenze cliniche; il liquido sinoviale in sé non va bene per lubrificare questo materiale, dato che si e
visto come Ia[ concentrazione di proteine al suo interno porti ad aumentare lo stato di usura e il
coefficiente di attrito, dovuto all’adsorbimento (ad esempio dell’albumina, che si lega bene con le
superfici idrofobiche) alla denaturazione e precipitazione di questeL i fosfolipidi presenti hanno lo
stesso effetto per la diffusione che avviene nel polimero e I'azione plasticizzante su questo,
riducendone il modulo elastico e la resistenza!!®; inoltre la natura idrofobica del materiale neutralizza

in parte I'efficienza del fluido*é. In alcuni studi sono stati confrontati diversi fluidi pseudo-sinoviali



(PSF) nei test di usura, come I'acqua deionizzata, olio minerale, soluzioni di gelatina, soluzione salina
fisiologica, liquido sinoviale bovino, siero bovino, plasma e lubrificanti artificiali, riportando questi

risultatit!e:

- \Nel caso dell’acqua distillata e della soluzione salina (come quella di Ringer) si € osservato
come in sua presenza ci fosse un trasferimento di polietilene dai campioni alla sferetta
metallica del tribomentro, creando un’usura importante, millimetrica, con forma differente da
Ccio che si € notato nel caso di protesi revisionate;

- Il'liquido sinoviale bovino richiede troppo tempo per ottenerlo, dopo diversi processi di
filtrazione e decellularizzazione;

- usando il siero bovino si & notata la formazione di particelle di usura simili a quelle viste in vivo
(dimensioni submicrometriche e di forma allungata o arrotondata), ma risulta costoso, si
degrada facilmente, se non con I'aggiunta di antibatterici come I’azoturo di sodio o penicillina,
viene facilmente contaminato da batteri ed ha un comportamento Newtoniano, con viscosita
bassa. Non e chiaro quale sia la giusta concentrazione proteica da usare: generalmente € pari
a 20-35mg/mL, essendo la stessa ritrovata nel liquido sinoviale, ma sembra che non sia
ottimale per 'UHMWPE e dovrebbe essere aumentata, anche se una concentrazione troppo
elevata potrebbe denaturarle e causare una precipitazione di queste, la quale produce un
effetto di lubrificazione limite che protegge in modo non fisiologico dall’usura. Oltre a questa
concentrazione, ci sono diversi parametri durante i test tribologici che causano questo evento:
temperatura al di sopra dei 60°C, diminuzione del volume del lubrificante presente, aumento
di frequenza di rotazione, dimensione dell’albumina e gamma-globuline da 0.8 a 4, rugosita
della superficie metallica;

- Lasoluzione proteica a base di gelatina, chiamata Gelofusine, ha mostrato una buona
resistenza all’attacco batterico e I'usura che si crea & simile a quella riscontrata nel siero
bovino, ma con particelle piu grandi; un altro fluido sintetico del genere & chiamato Plasmion,
ma il tipo di usura riscontrata e simile a quella vista nel caso deII’acqua“G.]

In un altro studio si &€ andato a valutare I'effetto della composizione del liquido usato, sul coefficiente
di-attrito statico e dinamico tra 'UHMWPE e il CoCrMo, notando che il liquido sinoviale umano agisce
in modo diverso tra soggetto e soggetto, contribuendo al fallimento delle protesi'*°. La presenza
dell’albumina contribuisce a ridurre il trasferimento di materiale polimerico durante la lubrificazione
limite, mentre la globulina blocca la rimozione di ioni metallici dalle superfici dei materiali presenti in

un’articolazione protesicat'’.



3.5.1 Lubrificanti vegetali in campo medicale

In questo campo troviamo, negli ultimi anni, alcune prime applicazioni dei super lubrificanti o
biolubrificanti (utilizzati nei test tribologici, ma non come rivestimenti), come nel caso del
polisaccaride estratto da una microalga rossa, il quale ha suscitato interesse per le ottime proprieta
reologiche (una viscosita stabile a diverse temperature, valori di pH e salinita) e nei test di confronto
con I'acido ialuronico ha dimostrato di ridurre maggiormente il coefficiente di attrito e I'usura e di
creare una traccia meno profonda sul’UHMWPE!?, E stato svolto anche un lavoro sulla mucillagine
Brasenia schreberi, analizzando le sue proprieta lubrificanti quando posto tra due substrati in vetro e
ricavando un COF molto basso!?!, ed uno su un gel ricavato dai semi di basilico, costituito
prevalentemente da acqua e polisaccaridi, il quale ha mostrato valori molto bassi di coefficiente di

attrito nelle misure statiche, cosi come nel caso di superfici scorrevoli, ma con I'aggiunta di etanolo!?.

In un altro caso invece sono state valutate le caratteristiche tribologiche della mucillagine di Aloe,
osservando una riduzione del COF in caso di aumento di velocita e pochi cambiamenti nel caso di

aumento del carico applicato??.

In confronto alla soluzione PBS, di Ringer e acqua distillata, I’ o/io di sesamorisulta avere migliori

coefficienti di-attrito e di usura, cosi come I'ofio dj oliva; I' utilizzo dell’ olio di Nigella sativa (o cumino

nero) nei test tribologici tra 'HDPE (polietilene ad alto peso molecolare) e M30NW (acciaio

inossidabile) ha ridotto del 70% il COF rispetto alla soluzione salina®?.

3.6 Oli essenziali come lubrificanti

Ci sono pochi studi riguardo I'utilizzo di oli essenziali a questo scopo, soprattutto perché si tratta di
composti volatili, il cui costo dal punto di vista economico & ancora considerevole, se comparato a
quello degli oli vegetali visti nel paragrafo precedente; questo perd non esclude il fatto di poterli

utilizzare come additivi, sfruttando le loro proprieta.

Un esempio riguarda la valutazione tribologica di 9 oli essenziali (olio di nocciolo di pesca, di semi
d’uva, di pino, di semi di carota, di camomilla, di alloro, di eucalipto, di lavanda e olio di rosmarino) in
confronto a quella del diesel a basso contenuto di zolfo; questo combustibile infatti, oltre ad avere un
forte impatto ambientale, ha basse proprieta lubrificanti, soprattutto se costituito da una percentuale
non bassa di zolfo, il quale ostacola la formazione di un layer protettivo da parte dei componenti
polari, come I'ossigeno contenuto negli oli, in composti fenolici o carbossilici. Usando quindi questi EO
come additivi nel diesel (con una certa concentrazione) si € visto in che 5 casi su 9 la quantita di usura

prodotta si va ridurre e nel complesso tutti migliorano le prestazioni lubrificanti'?,



In un secondo studio & stato valutato I'effetto su una superficie in ferro della presenza di una certa
concentrazione di olio essenziale di 7hymus zygisin un ambiente tribocorrosivo, in cui cioe & presente
I’acido solforico; si e visto come la sua aggiunta conferisca maggiore lubrificazione, riducendo il valore

del coefficiente di attrito e dell’energia dissipata??.

Nel campo biomedicale non sono stati fatti invece alcuni studi riguardo questa ulteriore proprieta che

potrebbero conferire gli EO alle superfici scorrevoli, come nel caso delle protesi articolari.



4.Materiali e metodi

4.1 Preparazione dei campioni

Tramite una troncatrice automatica sono stati ricavati dei campioni in lega di Titanio (Ti6Al4V) della
dimensione di 10 mm di diametro e circa 2 mm di spessore e diversi pezzi di polietilene ad alto peso
molecolare (UHMWPE), alcuni di dimensioni piu piccole per le analisi da effettuare, altri a forma di
dischi spessi 5mm e con diametro di 29-33mm per le prove tribologiche. Questi sono stati lucidati su
di un lato con della carta abrasiva al carburo di silicio SiC di diversa grana (da 120 a 4000); la

lucidatrice utilizzata e di tipo Struers "LaboPol-2" (Figura 34).

Figura 34: Lucidatrice Struers "LaboPol-2"

Nel caso della lucidatura del Ti, i dischetti sono stati posti in un porta-campioni e bloccati tramite
colla, che poi, una volta terminato, & stata rimossa attraverso I'immersione in acetone e il bagno ad
ultrasuoni (SONICA, Soltec S.r.I) per 5 minuti, a temperatura ambiente; dopodiché sono stati
sciacquati in un beaker con acqua ultrapura e nuovamente ultrasuoni per 5 minuti. Infine lavati, per
rimuovere ogni residuo e contaminazione, con etanolo e acqua distillata due volte, sempre tramite gli
ultrasuoni; questi infatti permettono una pulizia pit approfondita, attraverso agitazione dei liquidi che
crea delle forze elevate e delle bolle a bassa pressione, raggiungendo ogni punto sulla superficie.
Quindi i campioni vengono posti sotto cappa a flusso laminare per I'asciugatura e in seguito in una

piastra di Petri per i trattamenti successivi.

Simile procedimento & stato seguito nel caso dei campioni in UHMWPE (Figura 35), con un lavaggio
finale in etanolo e acqua ultrapura e bagno i ultrasuoni; la superficie di questo materiale pero non

risulta perfettamente liscia e specchiata, date le sue proprieta (termoplastico, molto duttile).



Figura 35: Campioni in Titanio e UHMWPE lucidati e lavati
4.1.1 Olio essenziale di Mentha e metodo di estrazione

L’olio essenziale di Mentha di Pancalierié stato fornito dall’Azienda Agricola Chialva, che ha sede a
Pancalieri (To).

L’EO greggio e ottenuto tramite il processo di distillazione in corrente di vapore: in alambicchi di
metallo viene posto il materiale vegetale (nel periodo tra luglio e agosto) e, con il passaggio del vapore
ottenuto con I'ebollizione dell’acqua, si ha la fuoriuscita dell’essenza. Quindi il vapore acqueo e questi
componenti volatili della pianta passano in una serpentina raffreddata, tramite la quale tornano allo
stato liquido e si separano nel vaso fiorentino per differenza di peso specifico. Raccolto I'olio
essenziale, questo viene poi conservato in fusti ben sigillati, in modo da ridurre la possibile
degradazione per ossidazione. In questo caso, dato I'impiego di questo EO nell’industria dolciaria,
liquoristica e farmaceutica, subisce un ulteriore trattamento di ridistillazzione sottovuoto a bassa
temperatura, nel quale vengono ridotti alcuni componenti quali terpeni di testa tipo a- e B-pinene,
camphene, myrcene, limonene, terpeni di coda come germacrene-D, bourbonene, oltre a viridiflorol e
alcune cere (idrocarburi ad alto peso molecolare). L'EO finale, secondo quanto descritto dai
produttori, si presenta come “un liquido mobile, incolore, dal profumo mentolato intenso, fine e

delicato”.

4.2 Trattamento superficiale

4.2.1 Plasma atmosferico

Per una maggiore decontaminazione e attivazione superficiale, sono stati trattati al plasma
atmosferico (Figura 36, sistema Tucano, GAMBETTI KENOLOGIA SRL) sia i campioni in UHMWPE

che quelli in titanio.



Figura 36: Tucano plasma a bassa pressione

Con plasma si intende lo stato (quarto stato della materia) che raggiungono le molecole di un gas ad
una determinata energia, in cui risultano ionizzate (quindi un insieme di elettroni e ioni) e influenzano
le caratteristiche elettriche complessive, risultando globalmente nullo. | componenti presenti
all'interno del gas possono essere di diverso tipo e, avendo elevata energia, interagiscono con la
superficie che si sta trattando: risulta quindi importante scegliere il tipo di gas da utilizzare nel

trattamento, oltre a temperatura e pressione!?7-128-12,

Nel nostro caso il gas che si & deciso di utilizzare & I'aria, ad una pressione minima di 4.1 *10?, per 10
minuti e con una potenza di 100 W. Il funzionamento del dispositivo consiste in un primo istante in cui
viene creato il vuoto nella camera e successivamente é fatto fluire il gas. La formazione del plasma
risulta evidente dalla colorazione rosa che assume la camera (come si vede in Figura 37), dovuta
all’emissione caratteristica del gas di atomi, ioni o molecole eccitati energicamente. In questo caso il

colore & dovuto alla presenza di idrogeno e azoto.

Figura 37: Attivazione del plasma in camera



4.2.2 Funzionalizzazione, coating e soaking

E stato eseguito il trattamento di soaking per I'UHMWPE, di funzionalizzazione e coating nel caso del
titanio; quindi sono state preparate nelle prime verifiche, tramite pipetta (100 -1000 pl), alcune

fialette con diverse concentrazioni dell’olio essenziale di Mentha di Pancalieri:

- Unacon 1ml di olio, per il soaking del’lUHMWPE al 100%;

- Due con 500 ul di olio e 500 ul di etanolo, per il soaking del’lUHMWPE e funzionalizzazione del
titanio al 50%;

- Unacon 200 pl di olio e 800 pl di etanolo, per il soaking del’lUHMWPE a 20%;

oltre ad una piastra di Petri per il coating del titanio; i campioni in UHMWPE considerati, sono quelli di
dimensione pill piccola. Subito dopo il trattamento al plasma i rispettivi campioni sono stati posti nelle
fialette e un disco di titanio dentro la piastra, andando poi a distribuire bene sulla superficie, con una
pipetta (da 5-50 pl), 20 ul di olio.

In un secondo momento, successivamente ai primi risultati ottenuti, si & deciso di procedere
unicamente con il trattamento di soaking dellUHMWPE al 100%, sia nel caso dei pezzi di dimensione
minore che dei dischi.

Tutti i contenitori sono stati ricoperti da un foglio di alluminio, essendo I'EO soggetto a degradazione
se esposto per lungo tempo alla luce, e posti in incubatore per 48h a 37°C.

Trascorso il tempo necessario, i campioni in UHMWPE e il titanio nella piastra sono stati lavati con
immersione veloce in acqua ultrapura, mentre nel caso del titanio funzionalizzato al 50%, questo
stato prima sciacquato con dell’etanolo, per la rimozione dell’eccesso di EO non legato, e poi
anch’esso in acqua ultrapura. L’asciugatura & avvenuta sotto cappa a flusso laminare, a temperatura

ambiente.

4.3 Misure dell’angolo di contatto

La bagnabilita dei campioni e la sua variazione tra quelli trattati e non e stata valutata tramite la
misura dell’angolo di contatto con il “metodo della goccia sessile” di acqua ultrapura (5 pl) posta sulla
superficie con una micropipetta. Il sistema (Figura 38, Kruss, Drop Shape Analyzer 100 E) & costituito
da un supporto per il campione, una sorgente luminosa e un sistema di acquisizione dell'immagine,
che viene poi elaborata tramite software (Drop Shape Analysis), il quale restituisce la misura

dell’angolo.

Per ogni campione si € cercato di ottenere almeno due misurazioni.



Figura 38: Drop Shape Analyzer 100 E, Kruss

4.4 Analisi al SEM

Per valutare a questo punto la presenza o meno dell’olio e la sua distribuzione al di sopra dei campioni
in titanio, é stata effettuata un’analisi con il Microscopio elettronico a scansione (Figura 39, Jeol JCM-
6000Plus).

Figura 39: Scanning Electron Microscope Jeol JCM-6000Plus

Il funzionamento del dispositivo si basa su un fascio di elettroni primari generato da una sorgente
(Gun) tramite estrazione di elettroni, che, tramite una colonna di lenti che lo gestisce, arriva sul
campione e interagisce con gli atomi presenti sulla superficie; si genera in questo modo un segnale
che viene ricevuto da un detector, il quale crea immagini in 2-D dettagliate e con risoluzioni in alcuni
casi a livello atomico, oltre ad effettuare un’analisi composizionale (Figura 40). All'interno della
camera viene generato inizialmente il vuoto, per ridurre I'interferenza di altri atomi con il fascio di

elettroni o con i segnali emessi; questi ultimi possono essere di diverso tipo, in base alla profondita di



interazione: elettroni secondari (che producono I'immagine) con energia minore, di pochi eV, elettroni
retrodiffusi a maggiore energia, nel range tra 1keV e 50keV (che danno informazioni anche sulla

composizione chimica) e Raggi X!30-131-132,

high-voltage
cable

filament
anode
slectron beam ol
condensor lens ¥
spray
apertures
scanning coils adjustable
X aperlure
objective lens
backscattered .
energy disparsive electron ]
x-ray detector detectors '
secondary “
electron
detector
i
Al
o pumps

Figura 40: Scema del SEM'3

Le analisi in microscopia sono state effettuate sul campione di titanio lavato, su quello funzionalizzato
e quello rivestito; di ognuno sono state prese tre misure, ottenendo un’immagine e un’analisi

elementare.

4.5 Analisi FTIR-ATR

Un’altra analisi per valutare la presenza dell’olio & stata effettuata tramite la spettroscopia infrarossa a
trasformata di Fourier (FTIR)(Figura 41, Spettrometro Nicolet™ iS50 FTIR ), che permette inoltre di

identificare il tipo di legame formatosi.

Figure 41: Spettrometro Nicolet™ iS50 FTIR



Si basa sull’assorbimento a frequenze specifiche da parte delle molecole sulla superficie del
campione, nel momento in cui sono esposte alla radiazione IR; queste frequenze dipendono dal livello
energetico vibrazionale dei legami tra gli atomi presenti in tali molecole. Quindi le diverse molecole
hanno picchi di assorbimento a differenti lunghezze d’onda'®*. Un esempio di spettro FTIR in

trasmittanza e presente in Figura 42, in cui sono indicati i legami ai quali corrispondono i picchi:
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Figura 42: Esempio di spettro FTIR (1-pentino)'3*

Sono stati sottoposti ad analisi i campioni in UHMWPE trattati, confrontandoli con alcuni lavati e altri

plasmati, i campioni in titanio trattati e uno lavato e I'oclio essenziale di Mentha di Pancalieri. In alcuni

casi, come per il titanio con il coating, sono stati acquisiti due spettri, dato che, osservando la

superficie, non sembrava esserci una distribuzione uniforme dell’olio. Poi i dati sono stati elaborati e

mediati con un software e gli spettri ricavati sono stati impostati in un range di lunghezze d’onda da

400 a 4000 cm.

4.6 Osservazione al microscopio confocale

Un altro dispositivo utilizzato per valutare la presenza dell’olio sulla superficie dei campioni & il
microscopio a fluorescenza (Figura 43, Zeiss LSM900 microscopio confocale, fornito di sorgente di
luce fluorescente); I’analisi € stata effettuata basandosi sull’autofluorescenza dell’olio essenziale di

menta precedentemente osservata.



Figura 43: Microscopio a fluorescenza (Zeiss LSM900)

Per questo tipo di analisi ci si € basati sulle osservazioni fatte in lavori precedenti, nei quali si € andato
a creare un coating sul titanio e sull’acciaio e I'individuazione della presenza dell’olio & stata evidente

(Figura 44):
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Figura 44: Immagini in microscopia a fluorescenza del titanio e acciaio non rivestito (a sinistra) e degli stessi rivestiti con

I’olio di menta'3¢

Nel nostro caso sono stati analizzati alcuni campioni in UHMWPE.

4.7 Misura elettrocinetica del potenziale zeta

E stato analizzato il potenziale zeta dei campioni in funzione del pH e il suo cambiamento in presenza

dell’olio.



Per definire il potenziale z € utilizzato il modello del doppio layer elettrico (EDL) (Figura 45) e
corrisponde al “piano di taglio” (shear plane) tra il layer stazionario e quello diffuso. Il primo strato, &
quello determinato dalle cariche esposte sulla superficie a fronte del contatto con un elettrolita
acquoso; il secondo & dovuto all’attrazione di ioni opposti nell’elettrolita, che perd non sono stabili e

possono muoversi (per questo strato diffuso).
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Figura 45: Modello del doppio layer elettrico all'interfaccia solido-liquido'>’

La misura ¢ stata effettuata con il metodo elettrocinetico. Il funzionamento dell’analizzatore
elettrocinetico e rappresentato in Figura 46. Per i campioni solidi analizzati nella presente tesi € stata
utilizzata una cella a gap regolabile che prevede I'inserimento di due campioni, uno affacciato
all’altro, tra i quali si forma un gap regolato attorno ai 100 um. L’elettrolita (KCI 0.001M) viene fatto
flussare all'interno del gap e la differenza di potenziale, generata dal movimento di cariche, misurata
ai capi della cella. La misura parte dal pH dell’elettrolita (circa 5.6) e viene condotta variando il pH nel
range acido (fino a circa 3 con aggiunta di HCI 0.05M) o basico (fino a pH circa 9 mediante aggiunta

di NaOH 0.05M) mediante I'unita di titolazione automatica dello strumento.



Figure 46: Funzionamento del potenziale di streaming o corrente di strcaming'37

Il test & stato condotto sulla stessa coppia di campioni per il UHMWPE lavato e trattato con olio al
100% (procedendo prima con il range acido e poi con quello basico), mentre per i campioni plasmati
sono state utilizzate due differenti coppie di campioni per il range acido e basico, plasmate appena

prima della misura.

4.8 Reometro

L’olio essenziale & stato sottoposto ad una caratterizzazione tramite reometro (Figura 47, Anton Paar
MCR 102), per misurare le proprieta reologiche. L'EO & stato posto tra due piatti, il rotore e lo statore
del dispositivo, e messo in rotazione; poi si ottengono i valori della velocita di deformazione e sforzo di

taglio con la misura del momento torcente e della velocita di rotazione del rotore e quindi la viscosita.



Figure 47: Reometro Anton Paar MCR 102

Puo essere modificata la dimensione dei piatti, lo spessore del film di liquido tra i due e la temperatura
di lavoro. Nol nostro caso sono state usate circa 6 gocce di olio per prova, la dimensione dei piatti & di
25mm, il gap tra i due & stato posto a 300 um e 200 um, con uno shear rate da 0.01 a 1000s* e la
temperatura di 25°C. Sono stati confrontati I’olio di grado alimentare utilizzato nel presente lavoro e

I’olio non alimentare, impiegato in studi precedenti.

4.9 Tribometro

Per valutare gli effetti dell’olio essenziale sul coefficiente d’attrito e sull’'usura del materiale sono stati
effettuati dei test con un tribometro pin-on-disk (Figura 48, CSEM, High Temperature Tribometer, con
una temperatura massima di utilizzo di 600°C), sia in condizioni secche, che in presenza del siero
bovino come lubrificante. La prova e stata svolta presso I'Istituto di Scienze e Tecnologie per I'Energia
e la Mobilita Sostenibili (STEMS), al Consiglio Nazionale delle Ricerche, Strada delle Cacce 73,
10135, Torino (ltalia).



Figura 48: High Temperature Tribometer

Durante la prova & applicato un peso sul braccio, il quale ha all’estremita un pin o una sfera (pud
essere di differente materiale) che entra in contatto con il campione, che € posto in rotazione. |
parametri che vengono impostati inizialmente sono la temperatura, la velocita di rotazione, la
frequenza di acquisizione dati, il raggio della circonferenza ad un valore fisso e il numero di giri.
Attraverso diversi sensori sono gestiti i valori preimpostati e si ottiene la misura del coefficiente
d’attrito, calcolando la forza di deflessione sul braccio. Si cerca di simulare in questo modo la

condizione reale di utilizzo del materiale, per prevederne il comportamento.

Sono stati sottoposti alla prova dei dischi di 30mm in UHMWPE (Figura 49), sia trattati che non, in
condizioni secche e in presenza di un lubrificante ottenuto diluendo 25% in volume di siero bovino e
75% in volume di acqua distillata; la ball utilizzata & in 100 Cr6, la temperatura di 37°C, caricodi 7 N,

velocita lineare di 10 cm/s, raggio di 7 mm e numero di giri di 25000.

Figura 49: UHMWPE posto nel porta campioni per la prova tribologica



4.10 Profilometro

La misura della profondita e dell’area della traccia lasciata dopo la prova con il tribometro avviene
tramite un profilometro a contatto Form Talysurf 120 (Figura 50 a) e b)). Il dispositivo & costituito da
uno stilo in diamante a forma conica e con raggio della punta di 2 um, tramite la quale viene analizzata
la superficie del campione: impostando i mm di corsa orizzontale del braccio dello stilo sul campione,
si acquisiscono profili 3D e 2D e, attraverso un software, si possono ricavare i valori dell’area e della

profondita, oltre alle deformazioni presenti e rugosita.

Figura 50: a) Profilometro From Talysurf 120 e b) ingrandimento sullo stilo a contatto

Per ogni campione in UHMWPE sono stati presi due profili tridimensionali e 7 bidimensionali; la

temperatura dell’ambiente &€ mantenuta a 25°C circa.



4.11 Microscopio ottico

E stata eseguita un’ultima analisi della superficie del’UHMWPE sottoposto al tribometro attraverso il
microscopio ottico Zeiss Axio.Lab Al presente in Figura 51, per valutare la sua morfologia

successivamente alla prova.

Figura 51: Microscopio ottico Zeiss Axio.Lab Al

4.12 Profilometro per la rugosita

L’analisi della rugosita invece e stata effettuata con il profilometro (AMETEK Taylor Hobson, Intra

Touch) del Dipartimento Scienza Applicata e Tecnologia (DISAT), presso il Politecnico di Torino.

Esistono diversi parametri di rugosita per descrivere la topografia di una superficie, tra i quali quelli di
ampiezza sono i piu utilizzati: R, Rq (Rms), Rt € R, le cui formule sono presenti in Figura 52, tranne che
per R; che corrisponde alla somma della massima altezza di picco e della misura della valle piu

profonda.
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Figura 52: Parametri di rugosita e definizione'*®

R. & il parametro maggiormente usato, calcolato come la deviazione media (in valore assoluto) delle
irregolarita dalla linea media, su una certa lunghezza di campionamento (m); Rqinvece rappresenta la
deviazione standard della distribuzione di certe altezze sulla superficie. Il parametro R, si ricava come

la somma media di 5 picchi piu alti e di 5 valli piti profonde su un profilo lungo m?3%-14°,

0004.13 Test biologici

Questa prova e stata condotta al Dipartimento di Scienze della Salute presso I'Universita del Piemonte

Orientale UPO, in Via Solaroli 17, 28100 a Novara (Italia).

4.13.1 Antibattericita

Per valutare le proprieta antibatteriche dell’olio essenziale di menta sul’lUHMWPE & stato testato un
ceppo di Staphylococcus aureus (S. aureus) ottenuto dall’American Type Culture Collection. Il batterio
e stato isolato e selezionato usando piastre selettive di Agar sale mannitolo (Sigma), fino ad ottenere
colonie gialle di forma sferica; il brodo di coltura & stato inizialmente preparato mettendo 2-3 colonie
in 30 ml di brodo Luria-Bertani (LB, da Sigma) a 37°C, posti durante la notte in movimento a 200 rpm

per indurre la fase di crescita esponenziale dei batteri (Figura 53).
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Figura 53: Curva di crescita batterica'#!

Poi il brodo & stato diluito usando un altro brodo LB fresco, fino a raggiungere la densita finale di 1x10°

cellule/ml e una densita ottica di 600 nm, corrispondenti a 0.0001.

Dopodiché, i campioni in UHMWPE e quelli non trattati sono stati infettati, seguendo il protocollo
standard 1S022196: una goccia di 50 ul di brodo di coltura, contenente 1x103 batteri, & stata posta
sulla superficie dei materiali. Dopo 24 ore ¢ stata testata I'attivita metabolica batterica, usando il test
alamar blue, ovvero un test basato sulla conversione del sale di sodio resazurina in un metabolita
secondario fluorescente in caso di corretta attivita, mentre la loro vitalita & stata valutata analizzando i
batteri planctonici e il biofilm aderente. In particolare, tramite I'utilizzo di una colorazione fluorescente
Live/Dead (Thermo Fisher), & stata analizzata con il microscopio digitale a fluorescenza (EVos Floid,
ThermoFisher) una goccia presa dopo 24 ore di infezione e posta in una piastra multi-well sterile da
96. Poi la valutazione dei batteri aderenti & avvenuta con il conteggio delle Unita Formanti Colonie
(CFU): prima sono stati lavati i campioni con un tampone fosfato salino (PBS), trasferiti in una
provetta con PBS sterile, poi sottoposti a 3 fasi di sonicazione e vortex (per 5’; 30”"); successivamente
sono stati raccolti 100 pl e diluiti in PBS a 1:10 per 6 volte. Da ognuna di queste diluizioni sono stati
presi 20 ul e posti su piastre agar LB, per poi incubarle per 24h a 37°C; formatesi le colonie, si fa il

conto delle CFU come:

CFU number = [(n. colonies x dilution factor) x 10" (serial dilution)]
4.13.2 Citotossicita

La valutazione degli effetti dell’olio sulle cellule invece & stata realizzata in vitro, utilizzando le cellule
staminali umane mesenchimali (hMSCs), preparate in DMEM a basso contenuto di glucosio, integrato
con il 15% di siero bovino fetale (FBS, Merck) e I'1% di antibiotici (penicillina, streptomicina).
Raggiunto I’'80-90% di confluenza (ovvero la percentuale di area nella coltura coperta con le cellule),

queste vengono staccate con della tripsina-EDTA e possono essere utilizzate.



4.13.2.1 Citotossicita diretta

Il test consiste nel porre sui campioni sterili (sia con olio che senza), messi in una piastra multiwell da
24 pozzetti, una goccia con 1,5 x 10* cellule e poi lasciarli in incubatore per 24h a 37°C per favorire
I’adesione e la diffusione. Si aggiunge quindi 1ml di mezzo e si osserva il distacco delle cellule con lo
stesso microscopio digitale usato nel caso dell’antibattericita. Per valutare I'attivita metabolica si
considerano due tempi, 24h e 72h, usando sempre I’alamar blue in concentrazione di 0.015% e
mantenendo la piastra a 37°C al buio per 3h. Sono stati raccolti quindi 100 ul da ogni campione e
trasferiti su un’altra piastra da 96 pozzetti, per poi fare un’analisi in fluorescenza (a 590nm) con il

lettore di micropiastre multimodale Tecan Spark.
4.13.2.2 Citotossicita indiretta

| campioni sono stati trasferiti ciascuno in una provetta da 15ml contenente 10 ml di DMEM a basso
contenuto di glucosio senza siero e posti in incubatore per 1 settimana a 37°C. Gli eluiti sono poi stati
raccolti, & stato aggiunto un 15% di FBS e posti in pozzetti in cui sono state messe in precedenza
2x10* cellule per pozzetto. Si valuta quindi la vitalita delle cellule, visivamente e al microscopio, poi
con il test metabolico alamar blue. Questo test & stato effettuato per valutare I'impatto biologico del
materiale non a diretto contatto con le cellule, come potrebbe verificarsi nel caso di materiali

impiegati per la realizzazione di superfici articolari.



5.Risultati e discussione

5.1 Caratterizzazione dell’olio essenziale di Mentha di Pancalieri

5.1.1 Analisi gascromatografica e confronto

Per una caratterizzazione iniziale dell’olio essenziale di Mentha di Pancalieripreso in esame e stata
osservata la sua analisi gas cromatografica fornitaci dall’azienda ed & stata confrontata con quella
ottenuta per I'EO della stessa tipologia e provenienza, ma di un diverso produttore e di tipo non
alimentare, che é stato utilizzato in uno studio precedente (Tabella 8).

Tabella 8: Gas-cromatografia dell’olio essenziale di Mentha di Pancalieri proveniente dall’Azienda Chialva
e di un prodotto non alimentare, evidenziando quelli in comune

a-Pinene 0.61 0.16
Sabinene 0.44 0.53
Oct-1-en-3-ol 0.09
Cis-Ocimene 0.27
8-3-carene 0.68
dl-Limonene 1.00
B-Pinene 1.17
B-Myrcene 0.18
(-)-CIS—2-Carene 0.39
Camphene 0.50
Octan-3-ol 0.26
a-Terpinene 0.27
ISO-Menthylacetate 0.70
p-Cymene 0.31
Limonene 2.40
1,8-Cineol 5.04 5.90




y -Terpinene 0.52 0.48
(Z)-Sabinene hydrate 0.73

a-Terpinolene 0.13

Camphane 6.78
a-Copaene 0.15
a-Bourbonene 0.80
Linalool 0.37

Isopulegol 0.13

Menthone 17.71 15.12
Menthofuran 4.84 15.26
Isomenthone 3.26

Neomenthol 3.89 0.39
Menthol 39.88 35.03
a-Terpineol 0.18

Pulegone 3.32 6.58
Piperitone 0.41

Trans-caryophyllene 3.43 3.53
3,7-Guaiadiene 0.18
5-Cadinene 0.13
Menthyl acetate 4.33

a-Humulene 0.16
Bicyclo-sesqui-phellandrene 1.46
Butyl-methoxy-benzene 0.74
Germacrene D 1.67

B-Caryophyllene oxide 0.08

Viridiflorol 0.37

1- Menthofuranone 1.59
2- Menthofuranone 0.21
(=)-Mintlactone 0.27




(+)-Aromadendrene 1.01

In Tabella 8 non sono riportati, nel caso dell’olio essenziale da noi utilizzato, alcuni componenti

presenti in minor quantita come a-Thujene, Camphene, Isomenthol, Carvacrol, Isomenthyl acetate e (-

)-B-Bourbonene.

5.2 Trattamento dei materiali

Da un punto di vista macroscopico, osservando la superficie dei campioni, si possono notare alcuni
cambiamenti per entrambi i materiali successivamente ai trattamenti, in alcuni casi maggiormente

visibili (Figure 54 e 55).

Figura 54: Campioni in titanio e in UHMWPE trattati

Figura 55: Disco in UHMWPE immerso nell'EO al 100%

Infatti soprattutto nel caso del coating per il titanio e del soaking al 100% per I'UHMWPE, I'olio ha
conferito un aspetto pili lucente sul polimero e un diverso colore sul metallo. La distribuzione pero

sembra non essere uniforme in entrambi i casi, con concentrazioni in alcune aree e nel caso



dellUHMWPE piu sul bordo, forse dovuto ad una lucidatura non perfetta e ad un assorbimento nella
zona centrale. Si & visto inoltre che il polimero, quando immerso nell’'EO puro, tende a rimanere a
galla, se non spinto ed immerso bene; per questo motivo successivamente si € deciso di porre la
faccia da trattare verso il basso all’interno delle fialette, avvalorato da alcuni risultati riscontrati nelle

analisi FTIR (descritte in seguito).

5.3 Misura dell’angolo di contatto

Sono stati confrontati i valori dell’angolo di contatto in diversi casi, cercando di avere per ognuno

almeno due misure e considerando in qualche caso piu di un campione per tipologia:

- Titanio tal quale plasmato;

- Titanio tal quale non plasmato;

- Titanio con coating;

- Titanio Funzionalizzato al 50%;

- UHMWPE tal quale;

- UHMWPE tal quale plasmato;

- UHMWPE nel caso di soaking al 20%;
- UHMWPE nel caso di soaking al 50%;

- UHMWPE nel caso di soaking al 100%.

In Tabella 9 si riportano i valori degli angoli misurati sui diversi campioni e un’immagine

rappresentativa per ciascuno di essi:

Tabella 9: Angoli di contatto di alcuni campioni

Titanio di controllo plasmato N.1

- 13.1°

Titanio di controllo plasmato N.2

- 19.2°

Titanio di controllo non
plasmato N.1

-48,7°

-39.2°




Media~> 43.95° +6.717514 °

Titanio di controllo non

plasmato N.2

- 66°
- 70°

Media > 68 ° + 2.828427 °

Titanio di controllo non
plasmato N.3

- 56.9°

Titanio plasmato e coated

-90,9°
-84.1°

Media > 87.5° + 4.808326 °

Titanio plasmato e

funzionalizzato 50%
-85.8°
-88.2°

Media > 87 ° + 1.697056 °

UHMWRPE plasmato

- 0°

UHMWEPE tal quale

-48.7°
-51.4°

Media > 50.05° +1.909188 °




UHMWRPE plasmato e soaked 20%

- 48.1°
- 35°

Media > 41.55 ° +9.263099 °

UHMWRPE plasmato e soaked 50%

-60.6°
-54.5°

Media~> 57.55° +4.313351 °

UHMMWRPE plasmato e soaked
100%

- 283°

UHMWRPE plasmato e soaked

100% (passati 13 giorni)

- 90.4°
- 84°
Media~> 87.2° + 4525483 °

4128

Nelle Figure 56 e 57 sono confrontati i valori ottenuti per le diverse classi di materiali:
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Figura 56: Angoli di contatto sui campioni in titanio
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Figura 57: Angoli di contatto sui campioni in UHMWPE

Nel caso del titanio i valori ottenuti sul tal quale non plasmato risultano pil bassi di cio che ci si
aspetterebbe, forse indice della presenza di contaminanti al di sopra, mentre rispecchia le aspettative

la riduzione che si nota con il trattamento al plasma e I'aumento in presenza dell’olio.

Nel caso del’lUHMWPE vediamo come il trattamento al plasma aumenti significativamente la
bagnabilita e come la presenza dell’olio la riduca; i risultati perd in questo caso sono poco chiari e
indicativi, soprattutto sul comportamento dopo 13 giorni dal trattamento, dato che i campioni non

erano perfettamente piani e la distribuzione non uniforme ha avuto un ruolo sul valore ottenuto.



In una fase successiva si & deciso di approfondire lo studio del’lUHMWPE, cercando di migliorare la
lucidatura, ottenere campioni piani e considerando come trattamento di soaking quello al 100%. Nella
Tabella 10 si va a valutare la differenza di bagnabilita nel caso di UHMWPE sottoposto al plasma o
meno, con |'olio al 100% o tal quale, lato rugoso o liscio, e ponendolo nella fialetta con la faccia

lucidata e da trattare verso il basso (indicato con “g”).

Tabella 10: Angoli di contatto UHMWPE ('g' indica i campioni che sono stati posti con la faccia verso il basso)

UHMWRPE non plasmato N. 1:

- 9L.7°
- 92.9°

Media > 92.3 ° + 0.8485°

UHMWRPE non plasmato N.2:

- 83.9°
- 83.2°
- 74.1°

Media > 80.4° + 5.4672°

UHMWRPE plasmato N.1:

- 0°

UHMWRPE plasmato N.2:

- 0°

UHMWRPE plasmato e soaked 100%:

- 29.2°
- 14.5°

Media > 21.85° + 10.3945°

UHMWRPE plasmato e soaked 100%:




- 50.4°
- 52.1°

Media-> 51.25° + 1.2021°

UHMWPE non plasmato e soaked
100% ‘g’ N.1:

- 951°

- 96.4°

Media > 95.75 °+ 0.9192°

UHMWPE non plasmato e soaked g’
100% N.2:

- 74.3°

- 731°

Media 2> 73.7°+ 0.8485°

UHMWRPE plasmato e soaked 100%

2'Ni:
- 68.8°

- b3.2°

Media - 61°+ 11.0309°

UHMWRPE plasmato e soaked ‘g’
100% N.2:
- 382°

UHMWPE rugoso soaked ‘g’ 100%
- J7I°
- 85.2°

Media > 81.15°+ 5.7276°

UHMWRPE rugoso soaked ‘g’ 100%
N.2:
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Figura 58: Confronto angoli di contatto UHMWPE trattato in modo differente (‘g’ indica i campioni che sono stati posti con

la faccia verso il basso)

Cio che si evince dall’istogramma in Figura 58 & come il trattamento al plasma incida sulla bagnabilita

del polimero, rendendolo pili idrofilico e forse piu permeabile anche all’olio, facendo in modo che

questo non rimanga in superficie ma venga in parte assorbito.

Il valore elevato dell’ADC nel caso del materiale soaked ma valutato sul retro (ultimi due valori medi) &

giustificata probabilmente dal fatto che il lato fosse rugoso e non sottoposto al plasma.

5.4 Osservazione al microscopio elettronico a scansione (SEM)

Per una caratterizzazione superficiale dei campioni in titanio & stata utilizzata la misura al SEM,

osservando sia quello non trattato, che il metallo funzionalizzato e quello rivestito; per ogni tipo sono

state fatte tre analisi. In parallelo & stata fatta un’analisi in EDS (spettroscopia in dispersione di

energia) per valutare la composizione chimica.

| risultati sono presenti nelle Tabelle 11, 12 e 13:



Tabella 11: Immagine SEM e analisi EDS del titanio tal quale

. Carbonio | Ossigeno | Titanio .
Campione Immagine
(Atom %) | (Atom %) | (Atom %)
1° Titanio tal
ND 40.84 59.16
quale
2° Titanio tal
2.32 38.00 59.68
quale
3° Titanio tal
ND 37.86 62.14
quale
389+ | 60.327 +
Media + Dev.st 2.32
1.68154 | 1.5918

Tabella 12: Immagini SEM e analisi EDS del titanio funzionalizzato al 50%

50%

. Carbonio | Ossigeno | Titanio .
Campione Immagine
(Atom %) | (Atom %) | (Atom %)
1° Titanio funz
ND 41.69 58.31

g




2° Titanio funz
50%

3.96 40.63 55.41

3° Titanio funz
50%

ND 34.97 65.03

[——1 ]

39.1+ 59.58 +
3.61288 | 4.93479

Media + Dev.st 3.96

Tabella 13: Immagini SEM e analisi EDS del titanio rivestito

Carbonio | Ossigeno | Titanio
(Atom %) | (Atom %) | (Atom %)

Campione Immagine

1° Titanio coated | 12.97 41.94 45.08

2° Titanio coated 56.07 32.57 11.36

3° Titanio coated | 36.55 35.81 27.64




35.2+ 36.8+ | 28.027 +
21.5818 | 4.758701 | 16.863

Media + Dev.st

Dai risultati riportati si deduce che nel caso della funzionalizzazione al 50% non si hanno importanti
cambiamenti dal punto di vista composizionale, questo € in accordo con la formazione di uno strato
molecolare piu sottile della profondita di analisi dell’EDS (dell’odine dei micron). Al contrario, con il
coating si forma uno strato di olio piu spesso e si osserva la sua presenza con I'aumento della
percentuale di carbonio (in modo significativo, dal 12 al 56% rispetto al 3% del campione tal quale) e
una diminuzione del titanio. Come gia notato, lo strato non & uniforme, come dimostra la deviazione

standard ricavata.

Da un punto di vista morfologico si nota come le righe di lucidatura, presenti sul titanio tal quale, non

siano pil visibili successivamente ad entrambi i trattamenti, indice della presenza di EO legato.

5.5 Analisi al microscopio confocale

Nell’analisi effettuata con il microscopio confocale sono state prodotte le seguenti immagini (Figura
59:

1000 pm

1000m

Figura 59: Immagini al microscopio a fluorescenza: a) confronto tra un disco soaked (in alto) e uno no; b) superficie del
g g

campione soaked; c) confronto simile al primo di altri due campioni




In alcuni casi sembra esserci una differenza tra i due campioni, con la presenza dell’olio segnalata
dalla colorazione verde e da alcuni spot, ma molto spesso, come si vede nell’immagine c), & lo stesso
UHMWPE ad emettere nel verde, rendendo difficile I'identificazione e una distinzione pil decisa dei

due campioni.

5.6 Analisi FTIR

Per avere un confronto sullo spettro dell’olio essenziale considerato, € stata osservata I'analisi svolta

durante il precedente studio sull’EO di Mentha piperita di Pancalieri (Figura 60):

I '[ C-0, -CH;, CH; 0.18
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Figura 60: Spettro FTIR dell’olio essenziale di Mentha piperita di Pancalieri (non alimentare)®-142

Nell'immagine sono stati individuati i picchi caratteristici dei legami chimici presenti; nello specifico si
trovano in corrispondenza delle lunghezze d’onda indicate nella Tabella 14 (“v” indica le vibrazioni di

stretching, “6” le vibrazioni di deformazione, “s” se simmetrica e “as” se asimmetrica):

Tabella 14: Assegnazione di bande spettrali dello FTIR nel caso dell’olio essenziale di Mentha x piperita!42-144

Lunghezza d’onda [cm™] Vibrazione
3470-3407 v(—OH)
2923, 2875 Vas(—C—H, —CH>) e vs(—~C—H, —CH)
2950 Vas(—C—H, —CH3s, —CH>)
2869 Gruppo C-O-CHjs, stretching C-O
2721 Stretching C-H
1706 v(—=C=0) in acido
1450 Deformazione CH. e asimmetrica deformazione di CHs
1372/1337 (—C—H, —CH?3), banding

1281/1244 v(—C—0) o 8(—CH>-), gruppo estere carbonile, fenolo



1025 C-O stretching
974 Vibrazione dello scheletro C-O

549 Legame C-H aromatico

Lo spettro ottenuto invece per I'EO dell’azienda Chialva & riportato in Figura 61:
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Figura 61: Spettro FTIR dell’olio essenziale di Mentha piperita di Pancalieri (azienda Chialva)

Ritroviamo quindi gli stessi picchi caratteristici elencati in Tabella 14.

| risultati per quanto riguarda gli spettri ricavati sul titanio sono riportati nella Figura 62.
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Titanio funzionalizzato 50%
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Figura 62: Spettri FTIR del titanio

Nella Figura sovrastante & riportato anche il grafico dell’olio essenziale e nel caso del coating sono
state effettuate due misure, data la distribuzione non omogenea: I'unico caso in cui compaiono i
picchi dell’olio, quindi viene rilevata la sua presenza, & sul titanio rivestito, dove perd risultano avere

minor intensita.

Lo spettro dell'UHMWPE presenta alcuni picchi caratteristici, riportati in Figura 63:
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Figura 63: Spettro FTIR del’UHMWPE e descrizione dei picchi'*



Quindi si passa ad analizzare I'effetto del plasma atmosferico sullUHMWPE (Figura 64):

UHMWPE lavato
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Figura 64: Spettro FTIR UHMWPE sottoposto al plasma e non

Cid che si vede & una minima riduzione dell’intensita del picco a 2914 cm™ e il piccolo spostamento di

quello a 1462 cm!, ma nel complesso non si hanno variazioni importanti.
Nella Figura 65 invece riportiamo gli spettri dell’lUHMWPE trattato e non, confrontato allo stesso modo

del titanio con I'olio:
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Figure 65: Spettri FTIR del’UHMWPE



Per maggior chiarezza i grafici del tal quale e del trattamento di soaking al 20% e 50% sono stati

shiftati, in modo che fosse visibile la posizione dei picchi.

Si nota come solo nel caso del’lUHMWPE immerso nell’olio puro ci sia la comparsa di diversi picchi

della Mentha, I'analisi FTIR sul trattamento al 20% e 50% non mostra variazioni.

E stata fatta inoltre una valutazione sul possibile degrado o cambiamento dell’olio sia con il passare
del tempo (per contatto con la luce e con I'aria), che quando sottoposto ad incubazione, osservando

gli spettri FTIR riportati in Figura 66:
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Figura 66: Spettri FTIR per verificare a) gli effetti dell’incubazione e b) le modifiche una volta aperto

Non si osservano variazioni significative dello spettro dell’olio a seguito di apertura o immersione dei

campioni.



Inoltre si & voluto vedere I'effetto dell'immersione del’lUHMWPE sullo stesso olio, successivamente
all’incubazione dato che, dopo ogni trattamento, apparisse visivamente pil denso e opaco (Figura
67).
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Figura 67: Spettri FTIR dell’olio essenziale dopo I’incubazione in differenti casi

Dal primo confronto non si individuano cambiamenti negli spettri dei due casi in analisi, per questo si
€ preso in modo indiscriminato uno dei due per il successivo grafico, dove si nota la comparsa di un

singolo picco a 699 cm.

Di conseguenza ad alcuni spettri ottenuti su successivi campioni in UHMWPE soaked al 100%, nei
quali non & stata riscontrata la presenza di olio, & sorto il dubbio che la superficie di questi a contatto
con I'olio per maggior tempo durante I'incubazione fosse quella sottostante. In Figura 68 & presente

sia un confronto tra le due facce, che con lo spettro dell’olio:
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Figura 68: Spettri FTIR per a) confrontare la presenza di olio tra le due facce e b) individuare i picchi caratteristici del’EO

Si riscontra quindi una certa differenza tra i due lati dellUHMWPE, con maggior presenza dell’EO di

Mentha su quello sottostante in base alla comparsa di nuovi picchi, tra i quali si nota un’intensita

maggiore in corrispondenza della banda a 3350cm™ dovuta allo stretching di -OH di un acido

carbossilico legato con legame H*¢ e a 1631 cm™ per lo stretching di C=0.

Il risultato perod puo essere dovuto al fatto che la faccia considerata fosse rugosa, quindi assorbendo

meno olio ne sia rimasto pill in superficie.

Si & voluto quindi verificare I'efficacia del trattamento al plasma atmosferico considerando un altro

campione plasmato e immerso nell’olio e uno unicamente immerso, per poi osservare i loro spettri

riportati in Figura 69:
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Figure 69: Confronto tra il campione di UHMWPE plasmato e quello non plasmato (entrambi poi immersi)

Sul’lUHMWPE plasmato e soaked al 100% si nota un’evidente traccia della presenza dell’olio, cosa
che non avviene sul campione non plasmato. Si dimostra quindi la necessita di pre-trattamento al

plasma per I'ottenimento di un efficace caricamento di olio.

5.7 Potenziale z e punto isoelettrico

La misura del potenziale z (Figura 70) & stata eseguita su campioni di UHMWPE unicamente lavati,

campioni plasmati e sul materiale plasmato e immerso nell’olio (1 ml di EO).
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Potenziale zeta UHMWPE —o— UHMWPE_lavato

~——e— UHMWPE plasmato
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Figura 70: Potenziale zeta sul’lUHMWPE lavato, plasmato e immerso nell’olio essenziale di Mentha



I valori del punto isoelettrico sono riportati nella Tabella 15:

Tabella 15: Punti isoelettrici dei campioni in UHMWPE

Campioni Punto isoelettrico
(IEP)
UHMWPE lavato 3.8
UHMWPE plasmato 2.99
UHMWPE plasmato + soaked 100% 2.95

Si osserva una variazione del punto isoelettrico nel momento in cui il materiale viene trattato; in
letteratura per i polimeri si considera uno IEP di circa 4 per i polimeri privi di gruppi funzionali

specificit#’.

Lo strumento, quindi, registra il cambiamento chimico che avviene sulla superficie rispetto al
campione tal quale, evidenziando come questo in parte sia dovuto al trattamento al plasma, dato che

sembra introdurre dei gruppi a carattere acido*®, partendo dalle stesse condizioni di pulizia.

Analizzando pero I'andamento della curva nel caso di UHMWPE soaked in olio, si nota la presenza di
un plateau in campo basico, simile a cio che avviene per il campione unicamente lavato; questo pud
essere indice del fatto che il lavaggio in acqua abbia portato via parte dell’olio presente, o che

effettivamente, come visto in precedenza, lo strato non uniforme del rivestimento lasci intravedere il

substrato.
5.8 Reometro e misura della viscosita

Per valutare le proprieta lubrificanti di quest’olio essenziale abbiamo deciso di analizzare tramite

reometro la sua viscosita dinamica; le curve ottenute sono presenti in Figura 71:
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Figura 71: Viscosita dinamica dell’olio essenziale di Mentha di Pancalieri (Chialva)

Sono stati provati diversi valori del gap tra i dischi del dispositivo, per valutare come si comportasse
I’EO: il disco a 500 um e 1000 um ad un certo punto perde il contatto con il fluido, essendo molto
liquido; sui 200 um il grafico si & in parte stabilizzato e il piatto & rimasto in contatto per tutto il range

di shear rate.

Come descritto in letteratura per alcuni tipi di oli essenziali**® |a viscosita trovata & molto bassa, simile

a quella dell’acqua (anche visibilmente sembra avere la stessa consistenza).

Abbiamo voluto eseguire la prova anche per I'olio essenziale di menta non alimentare, valutato negli

studi precedenti, ottenendo queste curve (Figura 72):
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Figure 72: Viscosita dinamica olio essenziale di Mentha di Pancalieri (non alimentare)

In questo caso non si & riusciti ad ottenere un grafico pil stabile, I'olio ha un comportamento diverso,
perdendo il contatto con il piatto anche a 200 um nelle prime due prove, nella terza probabilmente la
presenza di una bolla d’aria ha provocato dei picchi verso il basso, poi recuperati opponendo maggior
resistenza (da cio I'innalzamento repentino); cambiando la dimensione dei piatti utilizzati non c’é
stato un miglioramento. Questo puo essere dovuto ad una composizione diversa dei due EO
considerati o ad una degradazione ed evaporazione degli elementi piu volatili nel tempo, che ha

portato I'olio ad essere ancora meno viscoso.
Nel caso degli oli essenziali di questo tipo la misura della viscosita tramite reometro non risulta essere

il metodo appropriato, essendo simile all’acqua; per liquidi simili si utilizzano i viscosimetri.

5.9 Test tribologici

Le prove di attrito ed usura sono state condotte sui dischi di UHMWPE in queste condizioni:

- Secche/dry: testato un campione in UHMWPE tal quale plasmato e due immersi nell’olio;

- Lubrificate/wet: testato un campione in UHMWPE tal quale plasmato e due immersi nell’olio.

| grafici nella Figura 73 mettono a confronto i campioni nelle due condizioni:
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Figure 73: Grafici dei coefficienti di attrito e media del suo valore per a) TUHMWPE tal quale, b) UHMWPE soaked in olio
essenziale al 100%.
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Figure 74: Medie dei COF

| campioni nella prima fase di rodaggio del test subiscono un’iniziale lucidatura, per poi diventare piu
rugosi a causa delle particelle di usura che si creano (usura abrasiva). L’aumento del COF che si nota
in alcuni grafici verso la fine, con leggere oscillazioni, € dovuta alla deformazione plastica che si ha per

questo materiale e proprio all’'usura e creazione di terzo corpo.

| valori ottenuti nel caso di condizioni dry e UHMWPE tal quale rispecchiano cio che si trova in
letteratura (COF =~ 0.2-0.25), anche se sono stati utilizzati diversi parametri come una forza maggiore

e una ball di CrCoMo o Titanio!*,

In condizioni wet per il tal quale si ha sempre una situazione simile a cid che si trova in letteratura, con
un valore di COF che va da 0.03 a 0.05!50-151,

Osservando quello che succede per 'TUHMWPE soaked con I’EO al 100% si vede, contrariamente a
quanto ci si aspettava, un aumento dell’attrito, forse perché questo ha un certo effetto sul materiale,

favorendo in parte I'usura, impastandosi e formando del terzo corpo piu consistente.

5.10 Profili e rugosita

Quindi si & passati al calcolo della rugosita superficiale del campione tal quale e di quello con I'olio
essenziale, usati nelle prove precedenti in condizioni dry, per poter spiegare meglio i risultati; sono

stati ricavati 4 valori, dei quali & stata fatta la media riportata in Tabella 16:
Tabella 16: Parametri di rugosita

UHMWPE tal quale UHMWPE + olio 100%
(um) (um)

Ra 0.175 +£0.01290994 0.14075 +0.020790623
R, 1.4875+0.1223 1.3825 £ 0.40737



R 4.08 £0.451 6.315 + 3.2867
Rk -0.2704 £ 0.4775 0.23075+0.7711
Re 2.08 +0.4586 2.8175+1.9

Mentre le mappe in 3D e i profili bidimensionali della traccia, dai quali sono stati ricavati I’area e la
profondita, sono mostrati di seguito nelle Figure 75, 76 e nella Tabella 17, mettendo insieme la

tipologia di immagine per un paragone piu diretto:
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Figura 75: Mappatura tramite profilometro da cui ricaviamo i profili e la mappa 3D
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Figura 76: Mappe 3D della traccia

Tabella 17: Profili 2D della traccia
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Considerando i valori di Area e Profondita sono stati ricavati gli istogrammi delle medie (Figura 77):
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Figura 77: Confronto tra le medie dei valori di profondita e area della traccia

Da cid che si puo vedere nei profili, il materiale tende a creare una deformazione plastica visibile ai
bordi della traccia (che pero in questo contesto non ¢ stata calcolata), in alcuni casi pil netta da un
lato rispetto all’altro; inoltre talvolta sono presenti rugosita anche all’interno, dovute all’usura da terzo

corpo.

Guardando i valori complessivi di profondita e area si nota come ci sia un riscontro di cio che € stato

visto nel caso del coefficiente di attrito, con valori un po’ piu alti in presenza dell’olio.

Non si ha quindi un miglioramento delle caratteristiche tribologiche, dimostrando I'assenza di uno

strato di rivestimento uniforme.

5.11 Microscopia

In tale contesto si & deciso di osservare con il microscopio ottico se ci fossero evidenti cambiamenti al
di sopra dellUHMWPE (Figura 78).



UHMWRPE tal quale dry: a) ingrandimento 5x, b) ingrandimento 20x

UHMWRPE tal quale wet: a) ingrandimento 5x, b) ingrandimento 10x

UHMWPE + olio dry: a) ingrandimento 5x, b) ingrandimento 10x
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Figura 78: Immagini in microscopia dei diversi campioni sottoposti alle prove tribologiche

Si notano, dagli ingrandimenti in 5x, delle immagini della traccia tra loro diverse, in alcuni casi con dei
graffi (in direzione pil obliqua rispetto allo scorrimento) dovuti a una non completa lucidatura iniziale;
in condizioni secche si osserva la formazione di pori, causati dalla rimozione di pezzettini di UHMWPE,
e sul materiale immerso nell’olio si vede una traccia non uniforme. La presenza di numerose righe,
soprattutto in condizioni secche, & data da una deformazione plastica, successiva al riscaldamento
dell’area con I'attrito, unita all’'usura da abrasione. Le ulteriori irregolarita presenti nelle diverse
condizioni ma soprattutto nel caso del materiale tal quale e non lubrificato, sono probabilmente date
dal fenomeno di delaminazione che si verifica sull’ UHMWPE sottoposto a queste prove!®21%,
Nell’'ultimo ingrandimento a 20x del’lUHMWPE + olio in condizioni lubrificate si rileva la mancanza di

un pezzo piu importante di materiale, forse dovuto ad un difetto del campione.

5.12 Test biologici

5.12.1 Citocompatibilita

In Figura 79 si riportano i risultati della citocompatibilita diretta e indiretta: nel primo caso, con un
contatto diretto con la superficie del polimero immerso nell’olio, abbiamo una riduzione significativa
(p<0.01) nell’attivita metabolica cellulare. La conferma di cio e data dalla visualizzazione ottica del
distacco delle cellule dopo I'aggiunta del mezzo. Invece nel caso del contatto indiretto, non & riportato
alcun effetto tossico, sia sull’attivita metabolica delle cellule, che sulla loro morfologia che rimane

simile a quella di cellule coltivate con un mezzo di controllo nuovo e con eluati di 7 giorni.
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Figura 79: Valutazione della citocompatibilita. a) attivita metabolica delle cellule nella valutazione diretta dopo 24h e 72h; b)
immagini rappresentative del distaccamento delle cellule dopo 6 h dalla semina; c) valutazione dell’attivita metabolica
indiretta dopo 24h; d) morfologia delle cellule in contatto con gli eluati raccolti dal campione (*p<0.01).

5.12.2 Attivita antibatterica

Nella Figura 80 si riportano i risultati dei test di antibattericita: I’olio presente sulla superficie non &
efficace nel ridurre I'attivita metabolica dei batteri, paragonato al controllo (UHMWPE tal quale).
Inoltre il trattamento non ¢ efficace contro i batteri aderenti e quelli planctonici, come dimostrato
rispettivamente dai test di CFU e live/dead.
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Figura 75: Valutazione antibatterica. A) attivita metabolica batterica sulla superficie del materiale; b) numero di batteri
vitali aderenti sulla superficie del materiale; c) batteri vitali presenti nella forma planctonica



6.Conclusioni

La crescente diffusione di batteri resistenti agli antibiotici attualmente esistenti ha reso necessaria la
ricerca di metodi innovativi per la prevenzione e il trattamento delle infezioni; &€ esaminato tra questi
I'impiego gli oli essenziali, avendo mostrato, in diversi studi, delle potenzialita antibatteriche,
antiparassitarie, antiossidative e antivirali e rappresentando un’alternativa non inquinante. Alcuni
studi correnti sono indirizzati ad un uso combinato durante la terapia di antibiotici convenzionali e oli
essenziali, in modo da ridurre I'impiego dei primi e sfruttare le potenzialita dei secondi, ma &
importante comprendere quali componenti (o loro combinazione) tra questi abbia effetti specifici,
individuare le dosi sicure e valutare la loro potenzialita applicativa in combinazione con i materiali da

impianto.

Nello specifico in questo studio si € andato a valutare I'effetto dell’aggiunta di olio essenziale di
Mentha piperita di Pancalieri sulla superficie di materiali molto utilizzati negli impianti protesici quali il
titanio e il polietilene ad elevatissimo peso molecolare (UHMWPE). Nel caso del titanio I'obiettivo &
ottenere una superficie antibatterica per il contatto con i tessuti molli (es. colletto impianti dentali)
mentre per il polietilene I'idea & quella di migliorare le proprieta tribologiche (sfruttando un possibile
effetto lubrificante dell’olio) e antibatteriche (sfruttando le potenzialita antimicrobiche dell’olio). Una
prima piccola parte del lavoro e stata dedicata al titanio, per il quale sono state esplorate la
funzionalizzazione e il rivestimento, mentre la parte pit corposa del lavoro & stata dedicata al
polietilene per il quale & stato valutato I'uptake di olio da soluzioni a diversa concentrazione fino al
100%.

Lo strato di olio che viene a formarsi & differente per i due materiali, dato che nel caso del titanio
sembra essere piu spesso e superficiale, mentre nel polietilene tende in parte ad essere assorbito (per
questo si parla di immersione e non funzionalizzazione). Le analisi successive al SEM, ADC, FTIR
confermano la presenza dell’olio su entrambi, in particolar modo nel caso di UHMWPE soaked al

100% e titanio coated, anche se lo strato non sembra uniformemente distribuito.

Valutando pero le potenzialita sul polimero, I'EO considerato non sembra avere ottime qualita
lubrificanti a seguito dell’uptake sul materiale, probabilmente a causa di una viscosita molto bassa
(molto simile a quella dell’acqua) e provocando un leggero aumento del COF e della profondita e area
della traccia nei test tribologici di pin-on-disk. Anche per quanto riguarda le capacita antimicrobiche,
I’olio di Mentha di Pancalieri non sembra conferire al polietilene spiccate proprieta antibatteriche o
batteriostatiche. Si € inoltre osservato, un effetto tossico nel caso di contatto diretto con le cellule, ma
non nel caso di test di citotossicita indiretta, indice probabilmente del mancato rilascio nei mezzi di
coltura. Questo dato evidenzia la possibilita di utilizzare una sostanza di questo tipo in applicazioni,

come quella articolare dove non si ha un contatto diretto con le cellule tissutali.



Alla luce dei risultati ottenuti, si evince come la composizione dell’'EO selezionato o le modalita di
accoppiamento con il materiale non lo rendano adeguato agli scopi del lavoro; per questo motivo si
potrebbero valutare gli effetti di un diverso metodo di estrazione che lo renda piu viscoso o di un
rilascio piu controllato tramite una modifica del trattamento scelto per legare la sostanza sul

materiale, in modo da ridurre la sua tossicita e migliorarne I'aspetto lubrificante e antibatterico.
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