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LEGENDA

| campioni utilizzati in questa ricerca utilizzano la segueotainazione:

o I NI ZI ALE DEL NOME E DEL

o TERRENO DI COLTURA

COGNOME DELL

0 OLIO ESSENZIALE UTILIZZATO SEGUITO DAL NUMERO DI PROVA (b 2)

o MICRORGANISMO UTILIZZATO
o METODO (AB O S)
Ad esempio: EB_SAECL_TIMO1_ALT_AB

Per i campioni di controllo, la nonazione € la seguente:
o I NI ZI| ALE DEL NOME E DEL

o TERRENO DI COLTURA
o MICRORGANISMO UTILIZZATO
o METODO (AB O S)
o BIANCO
Ad esempio: EB_SAECL_ALT_AB_BIANCO

Di seguito verranno esplicitate tutte le sigle utilizzate:

EB = Eleonora Bresolin

SAB-CL= Sabouraugjlucosio con cloramfenicolo
TIMO= Olio essenziale di timo

CHIODI= Olio essenziale di chiodi di garofano
BASIL= Olio essenziale di basilico

BERG= Olio essenziale di bergamotto

LAV= Olio essenziale di lavanda

MAND-= Olio essenziale di mandai

ROSM= Olio essenziale di rosmarino

TEE= Olio essenziale di tea tree

ALT= Alternaria alternata

CLA= Cladosporium cladosporioides
PEN=Penicillium sp

SAC=Saccharomyces cerevisiae

AB= Antibiogramma con inoculo del micelio

S= Antibiogramma costriscio delle spore fungine

COGNOME DELL

A

A

ESECUTOF

ESECUTOF



OBIETTIVO DELLA TESI

| Beni Culturali sono artefatti preziosissimi che hanno il compito di tramandare la cultura, la storia
e/ o | 6idea di Arte di un popol o attr acomunp® i s e
oggetti e perci , non i mmuni al degrado pr ovoc.
colonizzazione degli agenti (micro)biologici. Muffe e Batteri non si curano dei profondi significati che
noi attribuiamo ai singoli manufatti e li utilizzansemplicemente come substrati per vivere e
riprodursi.

La maggior parte dei prodotti a cui si fa riferimento per prevenire e disinfestare questi pericolosi
attacchi, rientrano in quella classe di composti chimici sintetici (ad esempio il benzalconio)clor
che, spesso, oltre ad avere la tanto ricercata azione antimicrobica, risultano essere pericolosi sia per

|l 6operatore, sia per | 6ambiente che per | dopera
Fortunatamente, negli ultimi anni la ricerca sta dando spazio a prodotti sempre memaningua
bassa tossicit”™ sia per | 6uomo che per | 6ambi en

del restauro dei Beni Culturali.

In questa prospettiva ecosostenibile, sono stati scelti come possibili sostituti ai prodotti tradizionali
alcuri oli essenziali ricavati da piante gia conosciute per le loro proprieta antimicrobiche in ambito
terapeutico e cosmetico, e quindi possibilmente applicabili anche in ambito preventivo, restaurativo e
conservativo del Bene Culturale.

Per questaagione sono stati selezionati alcuni oli essenziali (timo, chiodi di garofano, basilico,

rosmarino, bergamotto, mandarino, lavandaagree) per indagari vitro i loro effetti antimicotici

su una selezione di funghi molto comuni negli ambienti museali e archivistici, ma anche delle comuni
abitazioni: Alternaria alternata Cladosporium cladosporioides, Penicillium.sp Saccharomyces
cerevisiae

In prima istanzajuesto lavoro di tesi si prefigge, quindi, di rispondere a diversi quesiti:

o Tutti gl i ol i essenzial. analizzati svol gono
quali tra quelli presi i n esame pradizionalibnb er o e ¢
ambito preventivo per i Beni Culturali?

o Quali sono i principi attivi che costituiscono i suddetti oli essenziali e quali sono i loro
meccani s mi dbazione in base alla specie esam
biostatico?

o Le oomposizioni degli oli essenziali che vengono riscontrate nei diversi studi presenti in
letteratura risultano conformi tra loro e con i risultati di questa ricerca? Oppure la loro
variabilita rientra in un ampio range? Nel caso fossero variabili, quali sdaikbori che
influenzano tale variabilita? La riproducibilita e la ripetibilita di un metodo potrebbero
risultare compromesse a causa di questi fattori?

o Loefficacia di un trattamento preliminare ¢
prolungato el tempo?

La seconda fase della ricerca prevede | outil]i
Culturale reale, con il doppio fine di stabilire come meglio applicare tali prodotti ad oggetti molto
spesso delicati e fragili, oltre a concretaiatoro reale efficacia.



1. INTRODUZIONE
1.1.0LI ESSENZIALI

1.1.1.INTRODUZIONE
Gli oli essenziali sono una miscela complessa di sostanze organiche, estratta da piante o alberi
aromatici attraverso distillazione in corrente di vapore oralktiodi estrattivi.
Naturalmente non sono da confondere coestgenzeche sono definibili come miscele complesse di
sostanze organiche secrete da piante o alberi aromatioir i gi ne =~ | a stessa ma
chimiche che avvengono durante il prese di estrazione modificano inesorabilmente sia la
composizione chimica che la concentrazione di principi attivi contenuti nelle essenze e le trasforma in
prodotti nuovi, detti, appunte]i essenzial(A. Camporese, 1998).
La quantita di olio essenzialthe si pud estrarre da una pianta €& piuttosto limitata: costituisce,
infatti, circa | 61% del peso umido complessivo d
Gl i ol i essenziali, a temperatura ambient e, S C
leggero giallearancio,ma possono presentare una colorazione véidese contengono composti
azulenici. Sono sostanze volatili e, in base alle diverse @sizipni chimiche, assumono differenti
sapori e odori aromatici (A. Camporese, 1993ta la loro natura idrofilica sono poco solubili in
acqua, ma sono invece solubili nei lipidi, in alcol e in solventi organici (M. Valussi, 2005).

1.1.2.PRODUZIONE DEI METABOLITI SECONDARI E DEGLI OLI ESSENZIALI

Le essenze, e di conseguenza gli oli essenziali, sono costituiti da sostanze prodotte dal metabolismo
secondario della specie vegetale.

| metaboliti primarisono quei composti che si possono trovare universdaéme ogni pianta e che
svolgono un ruolo essenziale per la sua crescita, sviluppo e, in generale, per la sua sopravvivenza. Si
distinguono in quattro sottogruppi: proteine, carboidrati, acidi nucleici e lipidi (1. Morelli e altri, 2005;
C. Sell, 2010).

| metaboliti secondarsono, invece, quei composti non indispensabili per la sopravvivenza della
pianta. Non sono presenti in ogni organismo vegetale e differiscono da specie a specie. La loro
produzione € molto piu limitata rispetto ai metaboliti primarieadono ad essere sintetizzati da
particolari cellule specializzate, oltre che dipendere dallo stato di sviluppo della pianta stessa
dipendentemente anche dalla locospecificita ambientale e clinflatidarelli e altri, 2005).

Anche se norindispensabili, il ruolo dei metaboliti secondari risulta comunque importante; essi
possono, infatti, avere una funzione fondamentale nelle seguenti attivita (M. Michelozzi, 2015):

o attrarre gli insetti impollinatori;

o fungere da adatori chimici in partiolari condizioni di stress (ad esempli@ produzione di
isoprene aumenta in risposta a stress termici o per carenza di acqua; nel primo caso la sostanza
aiuterebbe a stabilizzare | a me mbr ana dei
antiossidante vep leReactive Oxygen Spedes

o difesa contro microrganismi, insetti, funghi, erbivori e predatori in generale;

o difesa contro le altre piante producendo un effetto allelopatico, con lo scopo di limitare la
germinazione dei semi ed inibire la crescita 3oio delle specie estranee, ma anche della
stessa.

Come precedentemente accennato, i metaboliti secondari che costituiscono le essenze vengono
prodotti ed immagazzinati in cellule specializzate, chiamate idioblasti. Le modalita di secrezione verso
| 6 ens tleé metaboliti secondari sono molteplici: in modo attivo 0 passivo, attraverso dotti, cavita
intercellulari o direttamente verso la superficie (M. Valussi, 2008strutture secretorideputate a
tale processoche spesso si caratterizzano in base faliniglia di pianta, si possono riassumere nelle
seguenttipologie (C. Frank e JNovak, 2010):



o idioblasti secretori cellule individuali che producono essenze in grande quantita e le
accumulano al loro interno, come ad esemméb khus Vetiveria zizanbideg, ma anche
tipiche inRosasp,, Viola sp. 0 Jasminunsp,;

0 cavita o dotti: spazio di accumulo extracellulare che possono avere due origini differenti: da
un processo di schizogenia (spazio intercellulare che si forma dalla successiva dissoluzione
della lamella mediale tra le cellule) o di isogenia (spazio intercellulare chers 0 seguito
della morte e dissoluzione cellulare programmadta)entrambi i casi, le cellule periferiche
vengono stimolate nella produzione di essenz
della cavita extracellulare. Esempi di questa casidicantracciano nellafamiglia delle
Apiaceae(sedano, cumino, finocchipjlelle Pinaceaépino, abete9delle RutaceaeCftrus
sp.) e delle Myrtaceaghiodi di garofano e tea trge

o0 tricomi secretorio ghiandolart escrescenze o appendici checumulano le secrezioni in uno
spazio sottocutaneo, che si possono ritrovare nelle Lamindceaaes(rosmarinp

In base aH struttua di immagazzinamento utilizzata dalla specie vegetale, le essenze si
accumulano in parti differenti della pianta, olaesviluppare una differente composizione chimica.
Alcune specie, come |Eonifere, possono accumulare le essenze in ogni loro tessuto, mentre altre
specie sono limitate a una 0 poche piu zone particolari; ad esempio, le rose accumulano le essenze solo
neipetal i, mentre | 6arancio amaro | e accumul a nei
E importante da sottolineare che, per quanto facciano parte dello stesso organismo, gli oli essenziali
estratti da parti differenti della stessa piantgsgono avere composizioni e caratteristiche chimiche
completamente differenti (A. Camporese, 1998).

Le parti delle piante dove si accumulano maggiormente gli oli essenziali sono le seguenti (A.
Camporese, 1998; M. Valussi, 2005):

o sommita fiorite (es. lavata, rosmarino, timo);
foglie (es. eucalipto, menta peperita);
frutti (es. anice, ginepro, finocchio);
semi (es. finocchio);
scorza dei frutti (es. arancio, bergamotto, limone);
radici e rizomi (es. iris, zenzero, curcuma);
bulbi (es. aglio);
corteccia (es. cannella);
legno (es. canfora, sandalo, cedro);
rami (es. cardamomo, noce moscata);
steli (es. menta, garofano);
rametti (es. pino, abete rosso, abete bianco);
resina (es. mirra, incenso).

O OO0 O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOOo0OOo

| costituenti degli oli essenziali rientrano nellal Bvariate classi chimiche, ma le principali
possono essere considerate i terpeni e i terpenoidi, seguiti dagli shikimati (C. Sell, 2010). Gli altri
componenti, come i fenilpropanoidi, i polichetidi e derivati organici idrocarburici contenenti azoto e
zolfo, compaiono meno frequentemente e spesso in proporzioni minori (C.F. Carson e K.A. Hammer,

2011).
| costituenti degli oli essenziali somomunqueaccumunati tra loro dalla natura idrocarburica, dal
basso peso mol ecol ar e eCardoaé KA Hammer,[20db)i | i t " i n acq

Nei prossimi capitoli verranno illustrati i maggiori costituenti degli oli essenziali in base alla loro
derivazione metabolica: i prodotti shikimati, i prodotti terpenici e terpenoidi.

1.1.2.1.PRINCIPI ATTIVI DERI VATI DALLA VI A DELLO6ACI DO SHI KI M
La via dell dacido shikimico avviene esclusival
shikimico ¢ il principale precursore della sintesi di importanti molecole per la pianta, in particolare



aminoacidi aromati (fenilalanine, tirosine e triptofano) e composti fenolici, come flavonoidi, tannini
e lignina (C. Sell, 2010; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011).

Le piante, attraverso | a fotosintesi, convert
Mediante la fcolisi si forma il composto chiave per la biosintesi sia degli shikimati che dei terpeni: il
fosfoenolpiruvato [Fig.1].

0 OH

CO2 OPO,2 Aminoacidi
+ - aromatici
H20 — Glucosio e COi: — &

+ Glicolisi < , Ho™ S OH Composti
Luce Fosfoenolpiruvato : fenolici

OH
\ Acido shikimico

Biosintesi dei terpeni
Figura 1: Produzione di acido shikimico dal fosfoenolpiruvato di derivazione glicolisica.

Il fosfoenolpiruvato, reagendo inizialmente con una molecola di eritdesfato, produce una

molecola di acido shikimico mediante i seguenti passaggi [Fig.2]:

1) ilfosfoenopi r uvat o r e a g-#4-fsfato producendd una maletola di8assiv-
fosfoeptul onato (DAHP). La r e-sirtasi@ awienecort at al i
utilizzo di una molecola di acqua e liberazione diPO

2) il DAHP vieneconvertito in acido }leidrochinico

3) | 6 a c-deidirochiBico si condensa in una molecola-de&roshikimato

4) il 3-deidroshkimato si riduce in acido shikimico utilizzando una molecola di NADPH.

Fosfoenolpiruvato

'203PO\“/COO' DAHP
(o) CcCOO Acido 3-deidrochinico
CH» Y Hq COO
+ HO0  po* CHz  NAD' NADH -
o H HO H
DAHP-sintasi H OH
H OH © H OH
H OH CH,OPO,*
CH,OPO,*
Eritrosio-4-fosfato 2
H,O
COO Coo’
NADP* NADPH
HOY > YOH G o~ Y OH
OH OH
Acido shikimico 3-deidroshikimato
Figura 2: Reazioni per laproduziemn del | 6aci do shi ki mico dal fosfoeno
Dal |l 6aci do shi ki mico S i hanno una seri e di r e

intermediari biosintetici i quali possono essere precursori di ulteriori molecole che determinano la
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differente compdszi one chi mica dell doli o essenziale.
le piante e dipendono dal corredo genetico della pianta stessa (C. Sell, 2010)

Nel |l 6i mmagi ne [ Fi
composizione degli oli essenziali.

Que

3] sono riportatientlsulla inter .

Acido shikimico Acido corismico Auido prefenico
o} OH
Fenilalanina
COzH
e
" S T
HO = OH COH =
OH OH
CO,H \ CO,H
4 / Acido cinnamico
— l
0 \
o—/ COH

OH
Acido metilencaffeico Acido ferulico Acido caffeico Acido p-cumarico Acido o-cumarico

Figura 3: Intermediari shikimici importanti per le essenze e gli oli essenziali

| principi attivi piu importanti che costituiscono gli oli essenziali e che derivano da questa via
metabolica sono (C. Sell, 2010):

o | 6acido cinnamico e i Suoi der
e cassia) e alcol cinnamico (es. oli essenziali di narciso e giglio)

o o

Cinnamaldeide

i vati: ci nnama

Alcol cinnamico

o i deri vatocumdred:d bmaiidma (contenut a
bergaptene (contenuto

nell 6ol i o

O/
= A
L C@l
(0] (6] O f0) o)

Cumarina

nell 6ol i o
essenziale di

Bergaptene
0 i

der i v atpcumdried: bsframae fdrmato da metilcavicolo e anetolo (contenuti
nell 6ol i o e s ssalviazdnieeleeosntaiino)pbasi | i c o,



(0]

1.1.2.

8o~ /@/\/
\O/©/\/ \O
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Metilcavicolo Anetolo
i derivati del | 6acido ferulico: eugenol o (co
cannel l a, basilico e rosa) e isoeugenol o (cc

chiodi di garofano).

HO HO
Eugenolo [soeugenolo

2.PRINCIPI ATTIVI DI DERIVAZIONE TERPENICA

| terpeni e i loro derivati ossigenati, detti terpenoidi, sono il gruppo di sostanze naturali pit ampio
che si pud riscontrare nella composizione degli oli essenziali. Tradizionalmente, vengono definiti

come composti format. da wunit”™ isopreniche, anc
bi osintesi ma | dunit?’ base della |l oro struttura
struttura dei terpeni “isopdeaithe, sograttutio di ipo tewtgolay) pita me nt o
raramente di tipo codeoda, testdesta o testmezzo della molecola (C.F. Carson e K.A. Hammer,

2011).

| terpeni vengono classificati proprio mediante il numero di unita isopreniche da cui sono composti:

o Emiterpenii 1 unita isoprenica (C5)
0 Monoterpenii 2 unita isopreniche (C10)
0 Sesquiterperii 3 unita isopreniche (C15)
o Diterpenii 4 unita isopreniche (C20)
0 Sesteterperii 5 unita isopreniche (C25)
0 Triterpenii 6 unita isopreniche (C30)
0 Tetraterpeni o catenoidii 7 unita isopreniche (C40)
CO2 0OPO,2
+
H20 — Glucosi —_— —  Via dell'acido shikimic
5 ucosi1o Glicolisi CO7— 1a delracido snkKimmico
Luce Fosfoenolpiruvato
Polichetidi Q /?J\XH/\ —  Terpeni
Lipidi )k
p CoA HO OH
Acetil-coenzima A Acido Mevalonico
Figura 4: Produzione di acido mevalonico dal fosfoenolpiruvato di derivazione glicolisica.
Come per [ compost.i shi ki mati, Il a bi

oS

nt esi

glucosio. Il fosfoenolpiruvato, un intermediario chiave della glicolisi, pud prendere parte sia alla via



12

dell 6acido shikimico déeacrmnitmoavnal depadt darcado el
ai prodotti terpenici [Fig.4].
Le reazioni che avvengono per la formazione dei terpeni da una molecola di fosfoenolpiruvato sono
di sequito riportate (C. Sell, 2010):
1 Inizialmente, il fosfoenolpiruvato trasferisce il suo gruppo fosfato ad una molecola di ADP
con | a formazione di piruvato. La reazione
2 |l piruvato viene poi convertito in AcetCoA mediante il complesso enzinwat piruvato
deidrogenasi.

0 3 i
P\ OH OH -
/ "0
HO SCoA
O O
Fosfoenol piruvato Piruvato Acetil-CoA

3 Léunione di dueCono | fecroma -CdAaccAgeeditai dl ant gruppo
CoA-S H. La reazione  catalizzata dall éenzi ma

4 L 6 ac e tCGnA foenta iuna molecola di-@rossi3-metilglutariFCoA (HMG-CoA). La
reazione  catal iCoksintetasi dal | 6enzi ma HMG

5 La molecola di HMGCOoA si riduce in Acido Mavalonico con perdita del gruppo €A La
reazione  cat al iCoAradttasi dal | 6enzi ma HMG

2 Acetil-CoA Acetoacetil-CoA HMG-CoA

HO oK OH

Acido Mevalonico

6 Loaci do meval onico f or m&-fodiao.a a neezibne atiizzaaunad i me \
mol ecola di ATP ed  catalizzata dall éenzi ma
7 Il mevalonate5-fosfato forma una molecola di mevalongicofosfato. La reazione utilizza
una mol ecola di ATP ed = cataliizzata dall 6en:
8 La decarbossilazione del mevalonatopirofosfato forma una molecola di iséppmbfosfato
PP) . La reazione ¢ a3padfosfatazdacarbossdasi.l | 6 enzi ma
PP forma il suo i somer o, i | aé catalizzath al | i |

(1!
9 LGOI
dall é6enzima i sopentilpirofosfato isomerasi



(0] 0 (@)
M\ —>Y‘ ‘ W \\p/OH
HO OH HO 0° \

OH OH OH

Acido Mevalonico / Mevalonato-5-fosfato

OH OH

DMAPP

Le molecole di isopentb-pirofosfato (IPP) e dimetilallilpirofosfato (DMAPP) sono le due
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molecole chiave per la formazione dei terpeni. Le loro differenti combinazioni di tipectetda

prodwcono (C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011):
o0 geranil difosfato (DMAPP + IPP), il maggior precursore dei monoterpeni;

o farnesil difosfato (DMAPP + 2IPP), il maggior precursore dei sesquiterpeni e dei triterpeni;

o geranilgeranil difosfato (DMAPP + 3IPP), il maggiqrecursore dei diterpeni e dei

tetraterpeni.

Gli oli essenziali sono composti sostanzialmente da emiterpeni, monoterpeni, sesquiterpeni e i loro
derivati ossigenati perché sufficientemente volatili (C. Sell, 2010; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011).

1.1.2.21. Emiterpenoidi

Gli emiterpeni presentano una struttura composta da cinque atomi di carbonio (formula bruta:
CsHg). Gli emiterpenoidi, quando presenti, sono tutti componenti minori degli oli essenziali. | piu
comuni sono gli alcoli, le aldeidi e gli esteri dehtilbutano, come il prenolo {3etilbut2-enel-

ol o) presente nell 6ol i g20803.senzi al e di

1.1.2.2.2Monoterpenoidi

yl ang

yl an

I monoterpeni presentano una struttura composta da dieci atomi di carbonio (formula bruta:

CioHase).

| loro derivati ossigenati derivano tutti dal geranil pirofosfato [Fig.5] e possono essere sia ciclici che

aciclici, regolari o irregolari. | loro derivati includono alcoli, eteri, fenoli, chetoni, lattoni, aldeidi e

ossidi (C. Sell, 2010; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011).
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Geranil pirofosfato
Figura 5: Formazione del geranil pirofosfato, il precursore dednoterpeni, da una molecola di DMAPP e una di IPP.

| monoterpeni aciclici piu comuni sono:
o0 b-micrene e i suoi derivageraniolo enerolo;
o Uoc i me Rotireenealo-ocimene;

o linalolo e il Ssuo acetato (pr es amgibasiicm part.i
bergamotto).
OH
B-Micrene a-Ocimene B-Ocimene allo-Ocimene Linalolo

| monoterpeni e i loro sostituiti monaociclici rappresentano il gruppo piu vasto. | pit comuni sono:
o li monene (presente in particolare nell déolio e
o U-terpineolo;
o terpinernd-ol o ( pr es ent eolioiessenzpate dittdtreeoill seo acestb, linGece si
trova maggi ormente nell 6oli o essenziale di m
0 L-mentolo (il piu comune dei suoi otto steroisomeri);
0 p-cimene e i suoi derivdliimoloecar vacr ol o ( pr e s e notegssenziale dipar t i c
timo e origano).

\ 7
\ 7

OH OH

UURRNE]

OH

A
OH

Limonene a-Terpineolo  Terpinen-4-olo L-Mentolo p-Cimene Timolo
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I monoterpeni biciclici (ossigenati e non) pit comuni sono:

o Upinenmpenehe (present. in particolare nell 6ol i

o canfora (presente in particol amel InG@dlIli6mI| @ 0s ers;
lavanda, salvia e rosmarino);

0 eucaliptolo o 1,&ineolo.

A& Q

a-Pinene B-Pinene Canfora Eucaliptolo

I monoterpeni includono anche molecole tricicliche, ma sono meno frequenti rispetto i mono e
biciclici.
1.1.2.2.3Sesquiterpenodi

| sesquiterpeni (formula bruta::4E:6) presentano una struttura composta da quindici atomi di
carbonio che puo essere lineare, ramificata o ciclica (C. Sell, 2010; C.F. Carson e K.A. Hammer,
2011).
Derivano tutti dal farnesil pirofosfato [Fig.6], il quale pud andare incontro a varie readioni d
ciclizzazione, ossidazione, degradazione e riarrangiamento, di numero superiore rispetto al geranil
pirofosfato che presenta solamente due doppi legami, a differenza dei tre del farnesil pirofosfato (C.
Sell, 2010; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011).

Geranil pirofosfato l [PP

O O

I I
5 R iy 0—b—0—b—0
. SR T o O
Farnesil pirofosfato

Figura 6: Formazione del farnesil pirofosfato, il precursore dei sesquiterpeni, da una molecola di GPP e una di IPP.

Le molecole sesquiterpeniche presentano una minore volatilitd e punti di ebollizione piu elevati
rispetto a quelle wnoterpeniche (C. Sell, 2010).
| sesquiterpeni aciclici sono presenti in diversi oli essenziali, in particolare i due isomeri:

o farnesolo (presente in particolare nell dolio
o0 nerolidolo (presente in particolaree | | 6ol i o essenziale di rosa e
OH
OH
7 =< ~ ~ ~4 S

Farnesolo Nerolidolo
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| sesquiterpeni monociclici piu comuni sono:

o Ubi sabolene ed i s W is a @ e t-lisshbmlolae(entiesnbi iprgseni it |
alte concentrazioni nell 6ol i o essenzial e di
OH

B-Bisabololo

| sesquiterpeni biciclici piu comuni sono:
0 guaiolo e il suo isomerbulnesolo (ossigenati);
0 guaiazulene;

o il gruppo degli azuleni, responsabili del colore blu di alcuni oli essenziali (ad esempio il

camazul ene presente nell é6olio essenziale di
0O bcaiofilumehene (Upresent. in particolare nel
OH
OH
Guaiolo Bulnesolo Guaiazulene Camazulene
- Z
N
[-Cariofillene a-Umulene

| sesquiterpeni triciclici pit comuni sono:

0 cedreneeilsuosostituite dr ol o (presenti in particolare
o Usant al osantalobe (bsesquiterpenoi di presenti i n
sandalo).
T
OH
HO | HO |

Cedrene Cedrolo o-Santalolo [-Santalolo

U
(

c
| 6

n e
p
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1.1.2.3. ATTIVITA ANTIMICROBI CA E MODALI TEé D6AZI ONE Dl
ESSENZIALI
La vasta gamma di principi attivi che compongono gli oli essenziali fa si che non sia possibile

generhi zzare |l a loro attivit”™ antimicrobica in unbé
Spesso avvengono contemporaneamente 0 soOoOno uho
base alla natura delle molecole, ma anche in base alla cellula ¢ u i agiscono e dal |l &
intracellulare (G. McDonnell e A. Denver Russel, 1999; S. Burt, 2004).

Un antimicrobico pu,, gener al ment e, attuare di

capacita di interagire con la superficie cellalaarrivando a scompaginarla, ovvero a penetrarla
raggiungendo quindi e interagendo con determinati siti target intracellulari (G. McDonnell e A.
Denver Russel, 1999).

Le modalit”™ dbéazione dell e componentduefateig! i ol i

1) grado di lipofilia e di ripartizione della molecola;

2) gruppi funzionali della molecola.

1.1.2.3.1Grado di lipofilia e diripartizione della molecola

| principi attivi presenti negli oli essenziali sono accumunati dalla loro natura idrofobica. Questa
proprieta dipende da varie caratteristiche fisiche e chimiche della molecola (area superficiale, volume
molecolare e polaritd) ed influenza le loro progri@ntimicrobiche. Infatti, piu una molecola é
idrofobica piu risulta avere una buona affinita con le molecole di natura lipidica costituenti le
membrane cellulari (J. Sikkema e altri, 1995; D. Kalemba e A. Kunicka, 2003; A. Ben Arfa e altri,
2006), che pssono esser quindi oltrepassate anche senza un carrier di membrana e senza dispendio
energetico, fenomeno detidfusione passivdl chel in ultima analisi senza un preciso controllo da
parte della cellula.

Léattivit”™ anti mi dcoordataalaoeffidientaidi ripartiziens debarmelecglaj i n
ovvero al grado di lipofilia che essa presenta in forma neutra. Questo parametro € definito come il
rapporto tra la concentrazione della sostanza in forma neutra in soluzione organica
(convenziomlmente ottanolo) e la concentrazione della sostanza in soluzione acquosa (P.C. Chiang e
Y. Hu, 2009):

i €adoc¢
i €ao6oc¢e

CA

Generalmente, si preferisce utilizzare il suo logaritmo decimale: il LogP. Quando il valore di LogP
e > 0, sigifica che la sostanza é idrofobica, se invece LogP é < 0 é idrofila.

Léeffetto tossico di un solvente organico i mmi
S i attesta tra 1 e 5 (J. Onken e R. G.egolBdir ger ,
Lipinskio, | a quale descrive |l e propriet”™ che ul

la membrana cellulare (C.A. Lipinski, 2004). Secondo Lipinski, infatti, una tale molecola deve
possedere le seguenti caratteristiche:
o avereunpeo mol ecol are ™mMinore di 500 gAmol
0 non possedere piu di 5 gruppi donatori di legami idrogeno;
0 non possedere piu di 10 gruppi accettori di legami idrogeno;
o0 avere un valore di LogP minore di 5 (secondo A. Ben Arfa e colleghi (2006) e J.Chen e
colleghi (205 ) , | 6effetto antimicrobico degl:i ol i
principi attivi con un LogP compreso tra 3 e 4)

Ciononostant e, non tutte | e molecole sono neut
bisogna tenere conto del lacomportamento acidbasico (P.C. Chiang e Y. Hu, 2009).

Gli acidi e le basi deboli, se sottoposti a ripartizione tra due solventi non miscibili, devono tenere
conto di due equilibri simultanei:
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o equilibrio di ripartizione tra la specie neutra in fase asgquemla specie neutra in fase organica
(dipende dal valore di logP);
o equilibrio acidebase nella fase acquosa (dipende dal valore di pKa e dal pH ambientale).

La costante di dissociazione di un acido (Ka) descrive il grado di dissociazione traldassua
coniugata e un protone, mentre la costante di dissociazione di una base (Kb) descrive il grado di
di ssociazione tra | dacido coniugato e uno ione
forma indissociata de lpiuidlore di Kh & b&sor pitipeyale la tbenat e me r
indissociata della base.

Per un generico acido HA:

00z O 0O
.. O o0
VW ———

Oo

Per una generica base BOH:
60®@ 0 00
.. 0 00
YO TEG0

La pKa (o pKb) di un composto € definita comidaritmo negativo del coefficiente di equilibrio
tra la forma neutra e quella carica. Tramite questo parametro, si puo stabilire il grado di dissociazione
delle specie neutre e cariche in una soluzione, ad un determinato valore di pH.

La ripartizione comiessiva che risulta dagli equilibri di ripartizione (P) e adidse (Ka) &
espressa come coefficiente di distribuzione (D) che, come per il coefficiente di ripartizione, viene
espresso preferenzialmente con il suo logaritmo decimale, il logD (P.C. @hiaridgu, 2009).

| valori di logP e pKa sono una proprieta intrinseca della molecola, mentre il valore D varia in
funzione del pH (P.C. Chiang e Y. Hu, 2009).

Per un acido o una base debole, la ripartizione tra ottanolo ed acqua & cosi espressa:

"OEG (5QE QQI | £ OQHO G

Ol X QAN 1| £ QOO WA | € WQAMO ®

Il valore di LogD é correlato a quello di LogP e pKa dalla seguente equazione:
DEQO el 0éEP pm n QT Mo QQQ
DEQO el DeEP pm QDO Q

Quando pH = pKa: )
DEQO DE£QIEP pT
D& Q0 0 & Q)¢
0é Q0 0 ¢& "Qirfo mp

La tendenza ad interagire con la superficie cellulare dipende non solo dalle caratteristiche della
mol ecol a e dell 6ambient e, ma anche dalla composi
che i batteri Gramj presentano una resistenzamaggio al | 6 azi one di agenti to
la loro membrana esterna, ricca di lipopolisaccaridi, € maggiormente idrofila rispetto a quella
fosfolipidica dei Gram(+) (D. Kalemba e A. Kunicka, 2003, D. Trombetta e atri, 2005; M. Hyldgaard
e altri,2012).

Anche la presenza di uno strato di rivestimento di origine polisaccaridica, detto capsula, pud
funzionare come barriera per le sostanze idrofobiche. Si tratta di un rivestimento accessorio presente
solo in alcuni batteri, come le specie Rseudompas StaphilococcusLeuconostoe Azotobacter
(M.G. Fiorin, 1993; J. Sikkema e altri, 1995).
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Lo stadio di crescita della cellula — un altrc
guando il microrganismo € in stadio vegetativo ha una @&bitita maggiore rispetto al suo stadio
latente di quiescienza (essendo di per sédtatusdi resistenza), risultando quindi piu suscettibile
all 6azione degli oli essenziali (E. Chivandi e a
E necessario che la molecola sia in forma indissa@er passare attraverso la membrana cellulare
mediante diffusione passiva. Riassumendo, il grado di dissociazione dei principi attivi di un olio
essenziale & un parametro fondamentale ed ¢é influenzato da diversi fattori (J. Sikkema e altri, 1995;
P.C.Chiang e Y. Hu, 2009):
peso molecolare del principio attivo
logP del principio attivo
pKa del principio attivo
condizioni ambientali (pH, temperatura, concentrazione dei sali) extracellulari ed intracellulari
composizione della superficie cellulare.

O O o0 oo

| principi attivi che hanno i requisiti sovradescritti sono in grado non solo di passare attraverso le
membrane lipidiche, ma anche di interagire con le molecole lipofile presenti nella membrana, come i
lipidi associati ad enzimi o le catene aciliche dei fopfdii

Tali molecole si accumulano nella parte centrale del bilayer fosfolipidico delle membrane cellulari
e mitocondriali, in corrispondenza dell e catene
catene e, alla lunga, sovrasaturando la zQueesti accumuli portano a cambiamenti nella struttura
della membrana: aumentano la sua fluidita e provocano il malfunzionamento delle proteine di
membr ana e dei rigonfiament. strutturali. Loec
permeabilita non szifica della cellula con conseguente perdita di integrita e dissipazione della forza
proton motrice (J. Sikkema e altri, 1995; J. Onken e R.G. Berger, 1999; S. Burt, 2004; D. Trombetta e
atri, 2005; A. Ben Arfa e altri, 2006; J. Chen e altri, 2016), caghiso deltrade-off della cellula.

1.1.2.3.2Gruppi funzionali

La presenza di gruppi funzional. di fferenti nel
meccani smo dobéazione del principio attioned: ol i
terpenoi di maggi ore hanno unéattivit”™ antifungal
ricchi di monoterpeni e sesquiterpeni (E. Chivandi e altri, 2016).

In base ai gruppi funzionali che caratterizzano il terpenoide, si avranno miecgami ddéazior
differenti che influenzeranno la sua efficacia antimicrobica.

[ composti con un gruppo funzional e fenolico

maggiore, subito dopo si annoverano alcoli, ossidi ed infine gli idrocarburi terpenisa(@nba e
altri, 2003; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011; I.H.N. Bassolé e H.R. Juliani, 2012).

Idrocarburi

Gl i idrocarburi terpenici, se applicati singo
efficiente. Per quanto la molecola sia affine alla membrana e riesca a diffondersi e inserirsi nel doppio
strato fosfolipidico provocando espansioni e rigongatih non risulta un meccanismo sufficiente per
portare alla morte cellulare: per quanto la membrana venga danneggiata ed il suo potenziale elettrico
modificato, la perturbazione provocata € solo parziale e la cellula riesce comunque a sopravvivere.

Nellaricerca effettuata da E. Chivandi e colleghi (2016), si e visto comeiihene [Fig.7a], uno
dei costituenti principal:] del | 6ol i o essenziale
un vasto range di batteri Graf))(sia che al lievitdsaccharomyces cerevisjaanche se applicato ad
alte concentrazioni.

Anch e -telpinere [Fig.7b], un altro costituente terpenico principale di oli essenziali come
mandarino e bergamotto, € risultato inefficace contro il lievito sovracitato (E. Chivandi e altri, 2016),
mentre risulta avere un effetto batteriostatico rispattdsteria monocytogenesd Escherichia coli
(S.0. Oyedemi e altri, 2009).
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Il D-limonene risulta attivo contro il batterddycoplasma pneumonig®l. Bacanli e altri, 2018) e
il basidiomicetePleurotus sapidugJ. Onken e R.G. Berger, 1999). Il limoneneréspnte in natura
come una miscela racemica dei suoi due enantiomeri destrogiro e levogiro [Fig.7c]. Negli oli
essenziali di arancia, limone e bergamotto, la forma destrogira risulta la pit abbondante (M. Bacanli e
altri, 2018; A.J. Vieira e altri, 2018).

CHs
a) b)
g Y
= NS
HC/\CH HaC” SCH,

p-Cimene y-Terpinene D-Limonene L-Limonene

Figura 7: Strutture molecolari di a) {gi me n eterpinene, cpBlimonene e Llimonene.

Alcol

| composti alcolici presentano un effetto battericida sulle cellule batteriche in stato vegetativo,
mentre risultano batteriostaitise a contatto con le loro spore. Presentano, inoltre, un effetto inibitorio
sulla sporulazione e sulla germinazione delle spore fungin®l¢@onnell e A. Denver Russel, 1999;
H.J.D. Dorman e S.G. Deans, 2000).

Il gruppo funzionale alcolico, presente atcuni terpenoidi, come il terpineholo e il linalolo,
potrebbe interagire attivamente con le proteine presenti nella membrana citoplasmatica, in particolare
le ATPasi, denaturandole. La loro inibizione intacca la produzione di ATP necessaria pégéossvo
del | e attivit?” met aboliche cel lul ari fondament
respirazione cellul ar e, ol tre c he a di mi nuire
materiale citoplasmatico, tra cui ioni*ke H". Questo sgilibrio ionico porta inizialmente alla
dissipazione della forza proton motrice e, quando unito a perdite importanti di macromolecole
citoplasmatiche, porta alla lisi cellulare (J. Sikkema e altri, 1995; S.D. Cox e altri, 1998; G.
McDonnell e A. Denver Rgel, 1999; H.J.D. Dorman e S.G. Deans, 2000).

Questa modalit”™ do6azi on e-4-olo[Fgi8al,tl eomponeste mincipaleat a c ¢
del |l 6ol i o essee@zial sepeitdead undbampia gadgmma di

lieviti. E stato rilevato un aumento della permeabilita di membrana agli ib(CK. Carson e K.A.
Hammer, 2011), correlato alla denaturazione di proteine di membrana che hannogopeatite di
citoplasma e lisi cellulare (S.D. Cox e altri, 1998).

HO, CH; HsC, OH

a) b)

CH,
OH
H;C CH3
['erpinen-4-olo Coriandrolo Licareolo

Figura 8: Strutture molecolari di ajerpinerr4-olo, b)coriandrolo elicareolo, i due enantiomeri déhalolo.

Modalita analoga € stata riscontrata con illbi@ componente principale degli oli essenziali di
basilico, bergamotto e lavanda (I. Pereira e altri, 2018). La presenza di un doppio legame e del gruppo
idrossilico aumenta la possibilita della molecola di andare incontro a modificazioni di tipo ¢himico
come ossidazione, glicosilazione, esterificazione e metilazione. Tra queste, la piu comune é
l'ossidazione che porta alla formazione di furanosi e piranosi, ossidi che producono, in cascata, aldeidi
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e alcoli (R.A. Raguso, 2016; I. Pereira e altri, 2018)legame idrossilico nel carbonio C3 e
stereocentrico e questo conferisce proprieta chirali alla struttura. Il linalolo, infatti, € una miscela
racema dei seguenti enantiomeri: (§)-linalolo (coriandolo) e (3R§-)-linalolo (licareolo) [Fig.8b]
(R.A. Raguso, 2016; I. Pereira e altri, 2018), il cui rapporto & caratteristico in base alla specie, alla
provenienza e alla coltivazione della specie vegetale (A.C. Aprotosoaie e altri, 2014).

1 ' inal ol o present a u n Briahoptytowv rubrim peevenendmilac ot i ¢ a

formazione del mi celio mediante | 6inibizione del
alla membrana cellulare, portando cambiamenti significativi nella morfologia e nella fisiologia del
Fungo: o | t needella konididgenésh e =tata riscontrata una depigmentazione e una

produzione di conidiospore deformi (M.l. de Oliveira Lima e altri, 2017).

Secondo |l e ricerche di C. C. Hsu e coll eghi (20
antimicrobi@ del linalolo € stata riscontrata nella crescita e nella formazione di biofilmGieildida
albicans (! composto ha attaccato | O6integrit? di
componente costitutivo essenziale delle membrane, tipico del REgrieunghi), portando ad una
crescita di ife deformi e fragili.

Aldeidi

(! gruppo carbonile aldeidico presenta wunobal't
negativo verso | 6ossigeno e un pol oalgeidisanaim vo Vver
grado di interferire nei processi biologici che utilizzano trasferimento di elettroni e di reagire con le
component.i azotate di proteine e aci di nucl ei

microrganismi (H.J.D. Dorman e S.G. De&a2300).

| gruppi aminici presenti nel DNA e nelle proteine reagiscono con il gruppo aldeidico formando
crosslink covalenti, modificandone la struttura (E. Chivandi e altri, 2016).

Questo meccanismo € stato riscontrato con la cinnamaldeide [Fig.9],eostitte pr i nci pal e
essenziale di cannella. A basse concentrazioni, il composto interagisce con i diversi enzimi presenti
nella membrana cellulare atti alla funzione di citochinesi cellulare (il processo di divisione del
citoplasma a seguito della osi), portando alla mancata separazione delle cellule. A concentrazioni
pi ¥ elevate interagisce con | e ATPasi ed i i pi
saturi che irrigidiscono progressivamente la membrana, fino a disgregarla (EndCleiadtri, 2016).

Il primo effetto della cinnamaldeide riscontrato mzlcillus cereuse nel lievito Saccaromycies

cerevisiae | 6i ni bi zi one della divisione <cellulare e
del Il 6inter azi o(bIglucanmsintgtasi e gk isoenzimiiper fa sintesi della chitina (E.
Chivandi e altri, 2016).
0O
Ny H

Cinnamaldeide

Figura 9: Struttura chimica dellainnamaldeide.

Fenoli

I composti fenol ici sono caratterizzati da wun
aromatico provoca una delocalizzazione degli elettroni che porta a rilascidaeipnente il protone
ossidrilico, rendendo il fenolo un acido piu forte rispetto agli alcoli (S. Burt, 2004; A. Ben Arfa e altri,
2006; J. Xu e altri, 2008; M. Zabka e R. Pavela, 2013).

Le membrane cellulari sono sistemi generalmente impermeabili adgmassdi ioni. Attraverso

speci fici si st emi enzi mati ci atti all o scambi o
assicurata | a sua stabilit"® osmotica. Léoequilib
protoni attraversoa membranaHorza elettron motricep  @p ) , pu, essere intac

fenolici, i quali possono agire come trasportatori di cationi monovalenti di tiporirangoranico. Il
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fenolo indissociato, grazie al suo basso peso molecolare e alla sua &ffidita, riuscirebbe a

di ffonder si attraverso |a membrana citopl asmat.
ione fenato, rilasciando il proprio protone nel citoplasma. Il fenato acquisisce un catione monovalente
present e n drdceélldlamenidd iesemmioeunoiiomé)ke, nuovamente in forma indissociata,

riesce a diffondersi nell a membrana citopl asmat:i
il catione monovalente con un nuovo protone, ricominciando il ciclo. Attrawgresta modalita,

viene instaurato un influsso di protorniverss;, er so |
| 6esterno (A. Ultee e altri, 2002) , portando ad
gradiente di pH (S. Burt, 2004).

Questo meccani smo porterebbe al coll asso dell a
ATP da parte degli enzimi ATPasi. Questo spiegherebbe il motivo per cui in molte ricerche il livello di

ATP intracellulare dimiooyi £de mieanadoalmbé poarcsi a

ATP dalla cellula. Non & certo, perd, se questo avvenga per il meccanismo sopra citato o per una
diretta inibizione delle ATPasi (A. Ultee e altri, 2002; S. Burt, 2004; M. Zabka e R. Pavela, 2013; A.
Ahmad e ati, 2011; C.F. Carson e K.A. Hammer, 2011).

Léazi one dei compost.i fenolici, i nol tr e, semb
gal attosi dasi (indi spensabil: per l 6i drol i si de
energiaecakbni o) e dell éenzima fosfatasi alcalina (AK
produzione di fosfato inorganico (J.G. Xu e altri, 2016; H. Cui e altri, 2018).

C stata avanzata | 6ipotesi che i Cc o tafisclsetei feno

chimiche dei lipidi di membrana, in particolare deformando la struttura dei fosfolipidi mediante legami
idrogeno. La conformazione e la permeabilita di membrana vengono cosi modificate, portando
instabilita al bilayer (S. Burt, 2004; A. Ben fAre altri, 2006; J. Xu e altri, 2008; K.P. Devi e altri,
2010).

a) OH b)
o
OH HO
Timolo Carvacrolo Eugenolo

Figura 10: Struttura chimica di ajimolo ecarvacrolo, b)eugenolo.

[ | ti mol o e il carvacrol o, ri segssenziblé di tnmeerdit e i (
origano, sono isomeri la cui unica differenza & la posizione differente del gruppo idrossilico
nell 6anell o benzenico [ Fig. l10a] . Questa differ

efficacia antimicrobica (S. Burt, 280J. Xu e altri, 2008; A. Ahmad e altri, 2011; M. Zabka e R.
Pavela, 2013). Essi riescono ad inibire la sintesi di ergosterolo della membrana fungina, rendendola

porosa. Léergosterolo il principale ®ghier ol o |
filamentosi ed € necessario per la crescita e le funzioni della membrana cellulare. | suoi ruoli sono:
controllare | a fluidit"™, | 6asi mmetri a, l 6i ntegri
Il ni bendo | 6er gost e erwilbaia, find aafar foeriosbire asnca conteingi wedulam

(A. Ahmad e altri, 2011, K.S. De Lira Mota, 2012; T. Gao e altri, 2016). Le lesioni create
dall é6instabilit?” e dall 6aument o di permeabilit?”

protani e ioni, come ioni fosfato e potassio (S. Burt, 2004; A. Ben Arfa e altri, 2006; A. Ahmad e altri,
2011), elettroliti che aggravano ulteriormente il disequilibrio elettrochimico di membrana (J. Xu e
altri, 2008; T. Gao e altri, 2016). Quando riesconaaifiscire anche le macromolecole presenti nel
citoplasma, come ATP, DNA e proteine, la cellula va incontro a lisi e quindi alla morte (T. Gao e altri,
2016; H. Cui e altri, 2018).

Piu in dettaglio, il timolo altera la morfologia delle ife Aspergillus @rasiticus,che risultano
coll assat e, oltre a ridurre | a conidazione e | a
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atti alla sintesi della parete influiscono sulla morfogenesi e la crescita cellulare, impedendo la
separazione delle celluleseguito della meiosi (. Rasooli e P. Owlia, 2005). Inoltre, é stato visto che

il timolo inibisce anche la crescita miceliareAsipergillus flavusA. niger, A. fumigatuse Alternaria
alternata con arresto della produzione di aflatossina prodotta dat pa A.dlavus(J.6Walentowska

e J. FoksowicFlaczyk, 2013). Questo principio attivo inibisce la produzione di coniéiugarium
graminearum rendendo le ife e i conidi maggiormente irregolari e fragili, oltre a formare vacuoli di
accumulo di glicerm, a causa dello stress osmotico provocato (T. Gao e altri, 2016). Il timolo
presenta un effetto inibente maggiore a pH 5,5. Infatti, a pH acido, le molecole di timolo risultano
essere maggiormente indissociate, favorendo cosi la diffusione attravefase ldipidica della
membrana (S. Burt, 2004).

Il carvacrolo inibisce la produzione di tossine &elcillus cereuqS. Burt, 2004) e la sintesi di
flagellina, la proteina per la produzione di flagelli per la mobilita batterica (C.F. Carson e K.A.
Hammer, 2Q1).

Lébeugenolo [Fig.10b], componente principale ne
minore efficacia rispetto al timolo e al carvacrolo. Per quanto possegga un gruppo fenolico nella sua
struttura, la molecola possiede una minore idroftibie un sistema di delocalizzazione elettronica
differente. Infatti, il gruppo metossilico in posiziondo sfavorisce il rilascio del protone dal gruppo
idrossilico (A. Ben Arfa e altri, 2006; M. Zabka e R. Pavela, 2013). Secondo la ricerca di K.R. Devi
coll eghi (2010), | 6eugenol o ha un effetto maggi o

1.1.2.3.3Interazione tra i principi attivi degli oli essenziali
Nella maggior parte dei casi, il componente principale di un olio essenziale riflettieteeristiche
gener al. del |l 6ol i o essenziale da cui viene iso
differenti principi attivi degli oli essenziali possono interferire tra loro (F. Bakkali e altri, 2008).
L6i nterazi one itidianolioessenziale pyp essenedS. Burt, 2@04; t.H.N. Bassolé
e H.R. Juliani, 2012):

o additiva, guando | 6effetto antimicrobico com
antimicrobici;

O antagoni st a, guando | 6 e f f minoteorispetto & iqueilocdeio bi ¢ o
componenti applicati individualmente;

O sinergica, guando | 6effetto antimicrobico co

effetti antimicrobici individuali.

Rispetto alla struttura chimica prevalente del singolo, la booazione di fenoli con alcol
monoterpenici produce un effetto antimicrobico sinergico per molti microrganismi, mentre sono stati
riscontrati effetti antagonisti combinando monoterpeni idrocarburiciassigenati con monoterpeni
idrocarburici ossigenatl.H.N. Bassolé e H.R. Juliani, 2012).

La combinazione tra cinnamaldeide e carvacrolo o timolo porta spesso ad un effetto sinergico
r i s p eHsdherichia tole @llaSalmonella typhinuriutranche se in alcuni casi risulta avere solo un
effettoadditivo (I.H.N. Bassolé e H.R. Juliani, 2012).

La combinazione tra limonene e LiMeolo presenta un effetto sinergico, mentre la combinazione
t ra | i mopineneeresentarun eifetto additivo (I.H.N. Bassolé e H.R. Juliani, 2012).

Il linalolo, seutilizzato insieme all'olio essenziale di garofano (con eugenolo come principio attivo
principale), presenta un'interazione sinergistica rispetto ai ba@sgudomonas aeruginosa
Aspergillus brasiliensismentre presenta un'interazione additiva rispattmStaphylococcus aureus
alla Candida albicansinsieme all'olio essenziale @hymus vulgarispresenta un'interazione additiva
rispetto al batteri®seudomonas aeruginoflaPereira e altri, 2018).

La combinazione tra carvacrolo e timolo mostreetfetto additivo con I&taphilococcus auretes
lo Pseudomonas aerugirm$S. Burt, 2004).

Si riscontra un effetto sinergico tra carvacrolo e il suo precursonamgne se utilizzato contro il
Bacillus cereusn stato vegetativo. Ip-cimene ha il ruolo despandere e destabilizzare le membrane
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cellulari, aiutando il carvacrolo a diffondersi maggiormente attraverso la membrana (A. Ultee e altri,
2002; S. Burt, 2004).

I n un olio essenzi al e, | a presenza di terpen
antimicrobica del composto alcolico corrispondente. Ad esempio, una miscela di geraniolo e acetato di
geranile mostra di avere wunbattivit?® antimicrob
| 6acetat o di borneol o (H.J.D. Dorman e S. G. Dean

1.1.3. VARIABILITA CHIMICA DEI METABOLITI SECONDARI E DEGLI OLI
ESSENZIALI
La composizione delle essenze e, di conseguenza, degli oli essenziali dipende da:
o fattori genetici o endogeni, intesi sia come variabilita tra i diversi organismi che fanteo
della stessa specie, sia da quelli presenti nel singolo organismo vegetale rispetto al suo stadio

di sviluppo;

o fattori esterni natur al i, i nt esii come variabi
suolo, il clima, la radiazione solale,a v ari abi |l it?” del |l 6apporto id
piante);

o fattori esterni artificiali, intesi come var
metodi di conservazione ed essiccazione della pianta e con il processo esteglivali d
essenziali.

1.1.3.1.VARIABILITA GENETICA O ENDOGENA

Come precedentemente detto nel capitolo 1.1.2., la produzione di metaboliti secondari varia sia in
base alla tipologia di strutture di accumulo delle essenze, sia dalla loro collocazioned&kice
quindi che gli oli essenziali prodotti da una stessa pianta possono risultare diversi se estratti da parti
differenti, ma che ovviamente prendendo in considerazione piante appartenenti alla stessa specie, le
strutture di accumulo e la loro collocaae sono le stesse.

In piante appartenenti alla stessa specie, si avranno delle vie metaboliche privilegiate per la
produzione o meno di determinate sostanze e dei
principio attivo principale dei chiodii garofano, ma questo non esclude la sua presenza in quantita
minori anche in altre specie, come la cannella e il basilico (C. Franz e J. Novak, 2010).

Non tutti i membri della stessa specie e allo stesso cultivar, perd, producono le stesse proporzioni di
principi attivi; infatti, si possono individuare diverdiemotipi

Il termine chemotipo si riferisce ad una popolazione di piante appartenenti alla stessa specie, quindi
morfologicamente e fenotipicamente identiche, ma che differiscono tra loro nella composizione
chimica dei metaboliti secondari (M. Valussi, 2005). Questmiabilita intraspecifica &,
probabilmente, il risultato di una serie di processi di adattamento rispetto alle condizioni ambientali
che hanno cambiato in modo permanente il loro genotipo (M. Valussi, 2005). Ad esempio, i sei
chemotipi conosciuti défhymus vulgarische si distinguono tra loro per la produzione preferenziale di
prodotti fenolici (carvacrolo e timolo) o ndneno |l i ci -lepeniola tujarmlb e Jinaldlb)

(B.K. Ehlers e J. Thompson, 2004).

Per questa ragione, per stabilire la nonfetnca di un olio essenziale, non basta segnalarne la
specie botanica, ma anche | 6eventual e variet? e

Un altro fattore da tenere conto € il ciclo vitale in cui si trova la pianta: il quantitativo totale di
principi attivi aumenta con il suo accrescimento e risulta massimo quando lo stadio vegetativo &

completo (1. Mor el I i e altri, 200 5t)e mpQu ebsat | os apneir ci
e varia non solo in base alla pianta, al suo ciclo vitale e alla partdtaacoa dipende anche dalla
stagione e, in alcuni <casi, dall éora del giorno

La raccolta in base al ciclo vitale della pianta puo influenzare anche la composizione chimica dei
metaboliti secondari. Ad esempio, la menta piperitadpce maggiormente mentone durante il suo
stato vegetativo, mentre produce maggiormente mentolo e metil acetato durante la fioritura (M.
Valussi, 2005; C. Frank e J. Novak, 2010).
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Anche la raccolta in un mese rispetto ad un altro influisce non solo cqudlatita di essenze
prodotte, ma anche nel rapporto tra le sue varie costituenti chimiche. Ad esempio, la santoreggia
raccolta a maggio presenta concentrazioni quantitativamente maggiori e ricche di carvacrolo, mentre
quella raccolta ad ottobre € minoreguantita e piu ricca gi-cimene (F. Firenzuoli, 2002).

Risulta evidente pertanto e fondamentale il ra,
circonda, determinando meccanismi e processi epigenetici particolarmente importanti nel mondo
vegetale.

1.1.3.2VARIABILITA AMBIENTALE O ECOLOGICA

| fattori ambientali naturali che possono influenzare la produzione di metaboliti secondari nelle
piante sono i seguenti:

o condizioni climatiche (luce, temperatura, apporto idrico);

0 composizione del teeno;

o fattori biotici.

Condizioni climatiche

Lébapporto luminoso =~ sicuramente un fattore cl
met abolismo principale che secondario dell édorgan
Le piante producono un quantitativo madeyi ore d
visibile (I compresa 400 760 nm), in particolare nella regione del rosso tra i 660 e i 680 nm (l.

Morell i, 2005) . La luce =~ una variabile estremar
del gi orno, alla stageabhet ediand dall ¢evatwai se. amnd

luminosita e una maggiore attivita fotosintetica, che pud influire sulla composizione chimica delle
essenze. Confrontando, ad esempio, la composizione degli oli essenziali derivati da piante di lavanda
coltivate in pianura rispetto ad altre coltivate in alta montagna, il rapporto di acetato di linalile/linalolo

di queste ultime risulta essere piu elevato (M. Valussi, 2005).

Un altro fattore climatico da prendellod in co
temperatura ottimale per le reazioni biochimiche che avvengono in una pianta é tra gli 0 e i 45 °C (l.
Morelli, 2005).

La temperatura sembra apportare modifiche piu sostanziali nella composizione chimica dei
metaboliti primari rispetto a quelli seedari. Diminuendo la temperatura, o0 aumentando la latitudine,
si avranno piante che si sono adattate maggiormente al clima freddo producendo oli o grassi a piu alto
contenuto di doppi legami. Le piante tropicali, al contrario, contengono quasi esclusivamili

grassi saturi (ad es. | 6acido stearico contenu
progressivo di contenuto di acidi grassi insaturi nelle piante subtropicali (es: acido oleico contenuto

nell 6ol i o doéol i va)mpenreatlee (paicaindtoe I|dienlolleeizcoon ec otnet e
infine nelle piante dei cl i mi freddi (ad es. | 6

2005).

Per guanto riguarda i metaboliti secondari, invece, la temperatura sembra infigiggormente
sulla resa, piu che sulla loro composizione chimica. Ad esempio, la lavanda coltivata in un clima
freddo ha una resa in olio essenziale di un terzo minore rispetto a quello di lavanda coltivata in un
clima caldo (E. Schmidt, 2010).

La composizine dei metaboliti secondari, poi, pud variare quando la differenza di temperatura
viene relazionata all 6umidit"™. Una temperatur a
favorisce la proliferazione di specie parassite e microrganismi: la péamfaindi sollecitata ad
aumentare la produzione di metaboliti secondari a scopo di difesa (E. Schmidt, 2010).

I n base alla temperatur a, | 6acqua che vVviene a
pioggia, rugiada e umidita (I. Morelli, 2009}ioggia, rugiada o interventi irrigui possono ridurre la

resa dell 6olio essenziale, in particol are nel p
una certa i mportanza, ri cevuto sull 6epi der mi de

solubilizzazione delle sostanze solubili in essa contenute, con la loro conseguente dissoluzione (I.
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Morel Il i, 2005; S. Del fine e G. Cippa, 2015) . Se
risulta avere una qualita elevata ma a discapita defla (S. Delfine e G. Cippa, 2015).

Composizione del terreno
Il terreno € una miscela di composti minerali e componenti organici (humus); i primi si formano

attraverso | 6erosione dell e rocce, i secondi da
chimicofisiche del terreno possono influenzare la produzickei principi attivi della pianta (.
Morelli, 2005).

Il pH del suolo influenza signf i c at i v.a me n tcehjmenwletlar peolifecahiane deltaat t e
stessa pianta, sia la resa che la qualita dell'olio essenziale. Questo parametro, infatti, favmisre o
la solubilita di alcuni elementi presenti nel terreno ed indispensabili per il metabolismo. Un terreno
alcalino tende a trasformare ferro, zinco, rame e manganese in idrossidi, cid non avviene in terreni
acidi (A.C. Figueiredo e altri, 2005; Schmi@f10). La presenza di calce nel terreno fornisce al suolo
un pH basico mentre se sono presenti alti quantitativi di humus e poca calce il pH sara acido (I.
Morelli, 2005).

Anche la tessitura del terreno ha il suo ruolo nella crescita della pianta: dezzrardelle particelle
o, infatti, correlata alla capacit™ di trattener
piccole di mensi €mie m¢ orhe lidarpgrielgliao (d2 trattener e
contro risulta avere unab®s a per meabi |l it?” all édari a. Un terren
2mm) , i nvece, tende a far evaporare velocemente
all éaria (1. Morelli, 2005). L a i, relatyamerderriccpidir t e d e
humus e composto da una miscela di particelle sottili e piu grossolane, in modo da combinare la
capacit”™ di trattenere acqua delle argille con
(I. Morelli, 2005). Sono pee nt i ovvi amente eccezioni, come | a
che richiedono terreni magri, ma ricchi di calce e quindi alcalini (E. Schmidt, 2010).

La pianta, crescendo, sottrae gli elementi minerali presenti nel terreno; essi possono essere
reintegrati attraverso la concimazione. Questo procedimento di origine antropica influisce non solo
sulla resa delle essenze, ma anche sulla loro diversa composizione chimica. Per esempio, la salvia pud
variare la propria sintesi di tujoni (o absintok, t penoi di dal |l 6odore di me n
azoto, mentre in presenza di nitrato di sodio si osserva un aumento della crescita fogliare e della resa
del | 6essenza. Se concimata con fosfato mineral.
mediarte concimazione letamica del 22%, mentre se vengono applicate entrambe le concimazioni
| 6aument o  del 58% ( F. Firenzuoli, 2002).

Fattori biotici
| fattori biotici rappresentano le interazioni tra i diversi organismi animali, vegetali € umani in un

determhat o ambiente e, in una ©piant a, S i osservano
sostanze (l. Morelli, 2005).

Quando una pianta cresce vicino ad wunbaltra, ¢
osservabile sul | dupmdelle pianta m einatcuni, suos arghni, oltreschre sulla

produzione dei metaboliti secondari. Questa interazione pud essere di tipo simbiotico, ovvero
unbassociazione pi%% o meno stretta tra ddue o pi V¥
0 piu organismi che risulta dannosa almeno per uno di questi (. Morelli, 2005).

Le sostanze prodotte da queste interazioni positive 0 negative sono definite allelochimiche, come le
fitoal essine sintetizzate datodere e ¢ghé Bon soao peeserdgie g ui t
guando la pianta € sana. Queste sostanze possono apportare delle modifiche indesiderate sulla
composizione chimica delle essenze (I. Morelli, 2005).

Inoltre, la presenza o meno di piante infestanti puo influenzare sia leheelmcomposizione di un
olio essenziale. Per avere un prodotto di maggior qualita & indispensabile gestire la competizione
interspecifica per ridurla o sfruttarla al meglio (S. Delfine e G. Cippa, 2015).
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1.1.3.3.FATTORI ARTIFICIALI
Per fattori artificiali si intendono tutti quei procedimenti antropici atti a estrarre le essenze e
trasformarle in oli essenziali, generalmente mediante distillazione.

Con il t er ndistiiegziong e rser alnet emMde | 6 evapwnsaguente ne di
condensazione del vapore formatosi. Quando | 6ev
con vapore acaqueodstilaziomenie comeaté di vapdbea cemd 6f‘Rvapor a:
provocata dall é6ebol liiqai dme (deal Igae ndaisitlasooaa ailEn u m

Schmidt, 2010).

Il metodo piu utilizzato per estrarre gli oli essenziali & la distillazione in corrente di vapore. Le
cellule vegetali, a contatto con il vapore, si rompono rilasciando le esseatili, \ale verranno in
seguito trasportate dal vapore stesso fino al condensatore dove la miscela viene condensata ed infine
raccol t a. Essa viene successivamente separata
essenziale (E. Schmidt, 2010).

In questo modo si riesce a fare evaporare a circa 100 °C anche i composti volatili con punti di
ebollizione compresi tra 150 300 °C. Infatti, quando due liquidi immiscibili (in questo caso le
essenze e | 6acqua) for mano ulearrisponde @klsanmadelle pr es
pressioni parziali di vapore dei due liquidi puri. La temperatura di ebollizione della miscela risulta,
quindi, minore delle temperature di ebollizione dei singoli liquidi separati (E. Schmidt, 2010).

Alcune componenti degloli essenziali possono essere piu delicate a causa della loro bassa
temperatura di ebollizione, in questo caso & possibile favorire la loro estrazione eseguendo la
distillazione sotto pressione (E. Schmidt, 2010).

Qualunque sia il processo estrattivoiutd z at o, " molto probabile che
essenziale risulti modi ficata rispetto a quell a
fenomeni di evaporazione, sia reazioni chimiche che portano alla formazione di nuovi pifadotti (
Firenzuoli, 2002). Le reazioni chimiche possono avvenire anche tra i composti non volatili e ad alto
peso mol ecol are, estranei all 6interno dell a comg
[ maggi or i costit ue matcitronelled, de@mdioie meroksen® il Esultatd d¢  d i |
reazioni secondarie prodotte durante il processo di idrodistillazione (Schmidt, 2010).

Ovviamente, pit un metodo estrattivo usa temperature elevate e tempi di lavorazione prolungati,
piu esiste il ischio di avere degradazione o evaporazione delle diverse componenti. Questo pud
risultare particolarmente dannoso in oli essenz
ricco di acetato di linalile, il quale pud subire un processo di girotin la formazione di alcoli o acidi
non voluti (E. Schmidt, 2010).

In genere, la distillazione viene effettuata su parti di pianta allo stato fresco per evitare perdita di
principi attivi (A. Camporese, 1998). Dopo la raccolta, infatti, i processi imcihnon si arrestano,
ma continuano ad avvenire. Si potrebbero innescare, in particolare, processi di ossidazione che portano
alla formazione di prodotti colorati, dovuti principalmente dalla trasformazione della clorofilla in
feoclorofilla. Questo fenoeno di imbrunimento é favorito dalla presenza di ossigeno e da alte
temperatur e, mentr e pu, essere i mpedito se son
ascorbico (I. Morelli, 2005). Ossigeno e alte temperature possono portare inoltre alla feenthzio
idroperossidi che alterano la composizione chimica degli acidi grassi insaturi formando aldeidi e

chetoni; quest orantidmeooossidativd (det tMorfel | i, 2005) . L
avvenire anche ad opera di enzimi (detti lipasijpresenza di acqua; il fenomeno, in questo caso,
pr ende iwanodimerdadidrofiticw (1 . Morell i, 2005).

Se non e possibile usare la pianta fresca, € possibile attuare un processo di essiccazione per
rallentare le sopracitate reazioni, anche sestgueon vengono totalmente arrestate (I. Morelli, 2005).
Ad esempi o, | ol i o essenziale di santoreggia e:¢
principi attivi diverso rispetto a quello estratto dopo 40 giorni di essiccazione. La quaptitargine
diminuisce passando dal 36 al 26%, mentre il carvacrolo aumenta dal 21% al 40% (F. Firenzuoli,
2002).
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1.1.4.0LI ESSENZIALI PER LA CONSERVAZIONE DEI BENI CULTURALI

| Beni Culturali comprendono una vasta e diversificata gamma di oggetti e maspeako molto
antichi, delicati e fragili. Essi sono molto sensibili a cambiamenti ambientali: variazioni di pH,
temperatur a, umi dit” e ai di ver si reagent.i chi mi
consolidanti e antimidii) senza ledovute precauzioni e accertamenti, pud comportare un ulteriore
rischio di degrado per il Bene. Infatti, quando tali sostanze risultano incompatibili con il materiale o
con alcuni delle sue componenti, potrebbero avvenire reazioni chimiche non volutezapoente
dannose, tra cui indebolimenti strutturali, macchie e ingiallimenti.

Purtroppo, | 6applicazione degli ol i essenzial.
Beni Culturali non é stata ancora approfonditamente indagata: la maggedeglit studi, infatti, si
ferma alle sole anali$n vitro e non prende in considerazione le interazioni dannose che tali sostanze
possono provocare sulle diverse tipologie di materiali.

I n base alle attuald] r i cer @litazions suiopgeretcomipdste Hae , pe
materiali fragili, come i materiali cartacei e le superfici pittoriche su tela e a tavola o altro supporto, il
met odo di applicazione pi% indicato sembra esser
diminuire il rischio di alterazioni di carattere chimi€oi si co, =~ invece sconsigl:

oli essenziali direttamente sulla superficie del Bene, soprattutto se non sono stati effettuate
precedentemente test che ne determinano la sicurezza\gerati

Di seguito sono riportate le ricerche piu pertinenti ed interessanti che hanno utilizzato gli oli
essenzialin situ per il restauro e la conservazione di materiali cartacei, tessili e per gli ambienti
interni.

M.S. Rakotonirainy e B. Lavédrine (200%rnno applicato, mediante diffusione in micro
atmosfera, il principio attivo linalolo su dei volumi al cui interno erano state poste delle strisce di carta
contaminata dai seguenti Funghhspergillus niger Aspergillus fumigatusAspergillus repens
Cladosporium herbarum Penicillium frequentans Trichoderma viride Chaetomium globosum
Paecilomyces variotie Stachybotrys atral volumi cosi infettati sono stati successivamente posti in
sospensione allodéinterno di c adeli@ cameradé statd ipasto anf e z i 0
piattino di vetro contenente un disco di carta imbevuto di principio attivo. | livelli di Refafive
Humidity) sono stati mantenuti costanti mediante una soluzione salina di nitrato d'ammonio
(RH=50%) e solfato di magnes{®H=80%). L'incubazione & durata 21 giorni ad una temperatura
costante di 25 °C.

Il linalolo ha inibito completamente la crescita dei Funghi solo a livello della superficie, mostrando un
effetto biostatico, a differenza dei test esequiti su piastre ¢hetrhanno invece mostrano un effetto
biocida.

K. Pietrzak e colleghi (2017) hanno applicato, mediante diffusione in faiorosfera, I'olio
essenziale di timoThymus vulgaris diluito in DMSO al 10% di concentrazione, su due volumi gia
affetti da contanimazione biologica. Il metodo é risultato efficace e sono stati riscontrati maggiori
effetti batteriostatici rispetto chenicos t at i ci . Lébutil i zz-atmodfexd di @lio di f f u:
essenziale di timo ha provocato, pero, un ingiallimento e unadaione del pH della carta in esame

K. Matsusiak e colleghi (2018) hanno applicato l'olio essenziale di canr@hamamomum
zeylanicunp mediante diffusione in fase vapore, su materiali tessili in cotone, lino e lana, sia antichi
che invecchiati artificiemente.

E stata costruita una camera di disinfestazione di vetro al cui interno sono stati poste su una barra
orizzontale delle strisce di materiale tessile infetto alternate ad altre di carta imbevuta d'olio essenziale.
La parte finale della carta & stalnmersa in una capsula Petri contenente 50mL di soluzione etanolica

al 12, 5% di olio essenzi al e, posta nella parte i
vapori di olio essenziale. La temperatura del test oscillava traZ2& °Ce | 6 ambi ent e pr e
una RH=57,0 58,41%. Il tempo di disinfezione all'interno della camera e stato di 24h.

L6olio essenziale di cannella in fase vapore h

(Aspergillus niger Penicilium funiculosume Trichoderma virid¢ e di batteri $treptomyces
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rutgersensisBacillus megateriune Pseudomonas fluoresc@n®lon sono stati rilevati cambiamenti
dal punto di vista ottico, meccanico e strutturale dei materiali tessili dopo la disinfestazione.

J. Walentowka e J. FoksowieElaczyk (2013) hanno applicato I'olio essenziale di tiftwy(nus
vulgaris) al 5,8 e 12% di concentrazione in metanolo, su materiali tessili ktditume. L'applicazione
e stata svolta mediantdathis 2Roll Laboratory Paddee il materiale & stato lasciato asciugare a
temperatura ambiente per 24h.

Léolio essenziale di t i mo ha nmtotisatsui rmatepali tessilidal t o p -
lino-cotone, mentre non ha mostrato attivita antimicoticanateriali di solo lino.

S. Gatenby e P. Townley (2003) hanno applicato mediante spray aereo, dell'olio essenziale di
Malaleuca alternifoliain un ambiente interno di un castello, adibito a deposito per beni artistici. La
composizione dell'aereosol (Bactig) € la seguente: 0,3% olio essenziale, 97% diossido di carbonio
liquido, 2,7% etanolo. L'applicazione é stata ripetuta ogni due ore per sette giorni.

E stata riscontrata una riduzione della sporulazione e della crescita delle muffe presenti, miesolo sul
superfici che sono entrate in contatto con lo spray.
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1.2. FUNGHI

1.2.1.INTRODUZIONE

I Funghi sono organismi eucarioti, chemioeterotrofi, privi di clorofilla (M.G. Fiorin, 1993; M.
FalkiewiczDulik e altri, 2015).

| Funghi sono organismi in gradosecernere enzimi digestivi (litici) extracellulari che degradano
materiali organici anche complessi, come la cellulosa o la lignina (M.G. Fiorin, 1993; M. Falkiewicz
Dulik e altri, 2015). Le modalita che essi utilizzano per procurarsi la sostanza ongecessaria alla
nutrizione sono tre (M.G. Fiorin, 1993; M. Falkiewitalik e altri, 2015), tutte appunto caratterizzate
da processi di digestione esterna:

o saprofitismo, cioé la degradazione di organismi morti. Il ruolo di questi Funghi é
fondamentale pe i | riciclo dei nutrienti del | 6ambi en

O Si mbi osi mutualistiche, cio |l 6interazione d
Licheni (simbiosi tra Funghi e microalghe), o le micorrize (simbiosi tra Funghi e piante
terrestri);

O par assi t interazmne a propdo vantaggio con altri organismi viventi.

Sono rigogliosi in ambienti caldi, umidi e ombreggiati (M. Falkiewindik e altri, 2015), ma
presentano comungque una hotevole tolleranza ambientale, che assicura loro la crescita anche a
tempeature inferiori o prossime agli 0 °C, o in condizioni ambientali estreme, come pH acidi e
concentrazioni elevate di zuccheri (M.G. Fiorin, 1993).

Vivono essenzialmente in presenza di ossigeno (le muffe, o Funghi filamentosi, in particolare),
anche se almi sono anaerobi facoltativi, come ad esempio i lieviti che utilizzano le vie fermentative
alcolica o lattica in assenza di M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016a).

La maggior parte dei Funghi € pluricellulare ed ha un corpo filamentoso visibile
macroscopicamente, ma sono presenti anche organismi microscopici, che possono rimanere
unicellulari per la maggior parte del loro ciclo vitale, come i gia sopracitati lieviti. Presentano tutti una
parete cellulare, non sono mobili e la loro riproduzion® @vvenire sia sessualmente che
asessualmente attraverso spore, sia per frammentazione (M.G. Fiorin, 1993; M. Blackwell e J.W.
Spatafora, 2004; M. Falkiewi€2ulik e altri, 2015).

La differenza tra Funghi filamentosi e Lieviti & unicamente morfologicandansi puo ricondurre
ad una divergenza evolutiva. Alcuni Funghi, come i ge@arididae Blastomycespossono alternare
la propria forma da filamentosa ad unicellulare a seconda delle condizioni ambientali e nutritive. In
questo caso vengono definiti cerRunghi dimorfi (M.G. Fiorin, 1993).

Dal punto di vista tassonomico, i Funghi vengono classificati in base alla natura del ciclo vitale,
alla tipologia di riproduzione e alle caratteristiche morfologiche e metaboliche. Una prima
suddivisione pud esserettfa distinguendo gli Eumiceti, o Funghi veri, dai Mixomiceti, o muffe
mucillaginose (M.G. Fiorin, 1993). Gli Eumiceti possono essere ulteriormente suddivisi nei seguenti
Phylum (M. Blackwell e J.W. Spatafora, 2004):

o Chitridimicoti

0 Zigomiceti

o Basidiomiceti

o0 Ascomiceti.

Verranno in seguito analizzati nello specifico gli Ascomiceti, in quanto sono la pit comune causa
di biodeterioramento micotico di diversi materiali rintracciabili nei Beni Culturali (M.G. Fiorin, 1993;

M. Blackwell e J.W. Spatafor&004; M. FalkiewiczZDulik e altri, 2015; I. Money, 2016a; H.P. De
Carvalho e altri, 2019).
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1.2.2.STRUTTURA CELLULARE

Le cellule dei funghi sono in generale costituite dagli stessi organuli presenti nelle altre cellule
eucariotiche; presentando quindiaumembrana plasmatica, un nucleo e un sistema endocellulare.
Altri organuli, invece, sono caratteristici del regno dei Funghi, come il corpo di Woronin e lo
Spitzenkérper. Il corpo di Woronin, caratteristico degli Ascomiceti filamentosi, ha la funzione di
formare delle barriere intracellulari in caso di danno, in modo da arrestare le perdite citoplasmatiche
(I. Money, 2016b). Lo Spitzenkdrper, un organulo che si trova solamente nei Funghi filamentosi, & un

assemblamento di vescicole secretorie postenellaa api cal e del |l 6i fa che, e
esocitosi, trasportano gl i enzi mi e i pol i mer:
processo esocitosico porta alla crescitaydirezi
2016b).

Le cellule dei Funghi presentano una parete cellulare chitosinica, a differenza di quella cellulosica
vegetale e di quella peptodicanica batterica (I. Money, 2016b).

1.2.2.1.PARETE

La parete cellulare ¢ il rivestimento piu esterno dedliula e la sua funzione & essenzialmente
protettiva. E dotata di una certa elasticita, ma & sufficientemente rigida da conferire forma alla cellula
e per contenere la pressione osmatica interna (turgore) che si crea dalla differenza di concentrazione
trai sal i e gl i zuccher. present.i nel citosol e q
piu giovani, la pressione interna dilata le pareti cellulari, allungandole e ingrossandole. Quando le
cellule raggiungono la maturazione, le loro pian®n sono piu in grado di espandersi e la crescita
viene cosi arrestata (H. Curtis e N.S. Barnes, 2003; . Money, 2016b, P. RiBésgaue altri, 2017).

La natura della parete € principalmente polisaccaridica ed € composta prevalentemente da chitina,
glucani, glicoproteine ed enzimi, mentre la presenza di lipidi € molto bassa (J.E. Smith e altri, 1981; I.
Money, 2016b). A differenza dei Funghi filamentosi, i lieviti comeS@dccharomyces cerevisjae
presentano unb6inferi or eal 3¥9rlaclero patet Ié,einfatli,i compdstat i n a
pri nci pa lghoeanit enandoproteine (G.T. Cole e Y. Nozawa, 1981; |. Money, 2016b; P.
RibéreauGayon e altri, 2017). La chitina, n8hccharomyces cerevisjas riscontra essenzialmente
nella lamina dseparazione che viene a formarsi a seguito della gemmazione (G.T. Cole e Y. Nozawa,
1981).

Dal punto di vista chimico, la chitina & un polisaccaride costituito da unita-aiehl-D-
glucosammina | egat-&4 [Fig.1d] (JM Aronsod, 84; Il. &gnaym2016i; P.
RibéreauGayon e altri, 2017). Le catene di chitina si possono aggregare tra loro mediante legami ad
idrogeno intra e intermolecolari fino alla formazione di microfibrille. Le microfibrille di chitina
conferiscono alla parete rigtdied alta resistenza alla trazione (J.M. Aronson, 1981; J.E. Smith e altri,

1981; I. Money, 2016b). La sintesi di chitina & catalizzata dagli enzimi chitina sintasi, presenti nella
membrana plasmatica. Esistono diversi tipi di chitina sintasi e la tesepza dipende dalla specie, ad

esempio ilSaccharomyces cerevisipeesenta tre chitina sintasi, mentred As per gi | heus f um
presenta sette (J.E. Smith e altri, 1981; I. Money, 2016b).

CHs

OH 0:<

O g
| HO Y i
NH

| 0= OH

5 CHy
L —n

Figura 11: Struttura chimica del diero di base del polisaccaride chitina.

I gl ucani , -glucanp @stituiscano tirearil 60%idel peso secco della parete fungina.
Sono polisaccaridi lineari costituiti da unita diglucosio legate tra loro mediante legami di tipo
b(1Y3) @& glibogidick (J.M. Aronson, 1981; P. Ribére@ayon e altri, 2017). Il piu
abbondafBgucano, thé pubtrovarsi sia in forma debolmente ramificata per contribuire alla
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forma e alla rigidita della parete, in associazione con la chitina, oppfoema ramificata mediante

| e gami glucosidici b(1Y6), l a cui funzione  co
costituenti della parete cellulare in una struttura coerente [Fig.12] (J.E. Smith e altri, 1981; I. Money,
2016b; P. RibémrGay on e al -glucano sinfagl dp@rano in moddsimile alle chitina sintasi

e sono presenti nella membrana plasmatica (I. Money, 2016b).

CH,OH 1!
1. /\— 0. 0--1--}-----CH,
E 0.0
GHJ—(\ E OH
OH J OH
n
OH
m
B-1,3 B-1.6

Figura 12: Struttura chimica dei glucani.

Le proteine strutturali della parete cellulare sono prevalentemente glicoproteine, in particolare
mannoproteine. Nebaccharomyces cerevisiaestituiscono dal 25 al 50% del peso secco della parete
(P. RibéreatGayon e altri, 2017). Le mannoproteine hannauolo importante sia dal punto di vista

i mmunol ogico per i riconosci mento di sostanze
formazione di bi ofi | m, | 6assorbi ment o i compost
cellule (I. Money, 206 b ) . Léattivit?@ dell e mannoproteine e

massima durante la fase di crescita esponenziale, mentre tende ad essere minore durante la fase
stazionaria (P. Ribéredbayon e altri, 2017).

La composizione e le proporzionati vari costituenti della parete, chitina, glucani e glicoproteine
[ Fig. 13], di pendono dalla specie e sono forteme
cellulare e dai nutri ment. pr esent ito, lepeobdrzib@d mbi ent
di glucano nella parete tende ad aumentare. Quando la cellula invecchia presenta una maggiore
quantita di glucani e chitina e una minore quantita di mannoproteine, rispetto alle cellule piu giovani
(I. Money, 2016b; P. Ribéredgsayon e Hri, 2017).

Mannoproteine

-1,6-Glucani
Parete

B-1.3-Glucani

Chitina

Membrana

Figura 13: Schema della composizione della parete cellulare fungina.

1.2.2.2 MEMBRANA PLASMATICA

La membrana cellulare € una barriera idrofoba altamente selettiva che regola gli scambi tra
| 6 ambi ent eesterno dedla celula, éneksi sia come introduzione di nutrimenti, sia come
espulsione di materiale metabolico di scarto e tossine. | complessi enzimatici che la compongono
gestiscono la funzione respiratoria cellulare e catalizzano la biosintesi deltenmsecole della
parete e della membrana (M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016b; P. Rib&a@gn e altri, 2017).

La membrana plasmatica €& costituita principalmente da lipidi e proteine; in particolare il lievito
Saccharomyces cerevisiaecomposto da circé0% di lipidi e il 50% da proteine (P. Ribére@ayon
e altri, 2017).

Secondo idmosaicadfleidol qoriopost o da S. S. Singer e G..l1
rappresentano una matrice fluida al cui interno sono presenti le proteine libere alisspettsralmente
(M.G. Fiorin, 1993; P. Ribérea@ayon e altri, 2017). | lipidi che compongono la membrana
citoplasmatica sond come in un qualsiasi organisrm@ssenzialmente fosfolipidi e steroli. Entrambi
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sono sostanze anfipatiche: possiedono, quimad parte polare ed una apolare che determinano il
grado di fluidita della membrana (P. Ribérdgaayon e altri, 2017).

| fosfolipidi di membrana si arrangiano in una conformazione a doppio strato: le teste polari sono
rivolte verso i due esterni ed attwaimterazioni idrostatiche e legami a ponte idrogeno tra loro e le
mol ecol e dbdacqua <circostanti ; mentr e |l e code |
interazioni idrofobiche, come legami di van der Waals [Fig.14] (P. Ribéeeaon e altri2017).

Doppio strato
fosfolipidico

/

Ergosterolo Proteine Q Proteine A

intrinseche estrinseche

Figura 14: Schema della composizione della membrana plasmatica.

Le catene alifatiche dei fosfolipidi presentano dei doppi legami che possono far assumere alla
molecola una conformazione di tipi@ns o cis. Quando assumono la conformazidrans le catene
sono disposte in modo rettilineo, rendendo il sistema ordinato e rigido. Quando assumono la
conformazioneis, le catene si piegano, rendendo il sistema disordinato e fluido (P. Rittgagan e
altri, 2017).

Lo sterolo principale che viene riscontrato n:¢
[Fig.15]. Questa molecola riesce ad interagire con i fosfolipidi, formando legami idrogeno con le loro
teste polari e legami di van der Waals con le lomecalifatiche. In questo modo riesce ad ostacolare
la cristallizzazione delle catene degli acidi grassi quando la temperatura € bassa, mentre, se la
temperatura ~ alta, riesce a moderare | 6eccesso
numerai legamicistra le catene. Il suo ruolo é quindi quello di moderare la fluidita della membrana e
la sua permeabilita (I. Money, 2016b; P. Ribér€ayon e altri, 2017).

CH;

CH,

HO

Figura 15 Struttura chimica dell dergosterolo

Le proteineche compongono la membrana possono essere intrinseche, se in grado di attraversare il
doppio strato fosfolipidico, o estrinseche, se localizzate unicamente sulla sua superficie, esterna o
interna [Fig.14]. Delle prime fanno parte le proteine transmendraro permeasi, la cui funzione &
quell a di trasportare 1 oni e mol ecole dall 6este
2016b; P. RibéreaGayon e altri, 2017).

Le proteine transmembraniche addette al passaggio di protoni sono dette Adenosina trifosfatasi o
ATPasi. Il trasferimento di protoni mediante ATPasi viene definito come un trasporto attivo primario,
che awviene, quindi, contro il suo gradiente di conceirg e con consumo di energia. In questo
modo si crea una differenza di concentrazione t |
stabile proprio grazie alle ATPasi (M.G. Fiorin, 1993; P.R. Rich, 2013; I. Money, 2016b; P. Ribéreau
Gayon e alir 2017).

(! gradiente protonico cos?® instaurato provoca
potenziale elettrico () che, se sommat e, dannc
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forza proton mo t r i dibera richigstp per sneavdreai protdne atteaversd k&
membr ana, oppur e, | 6energia | ibera disponibile
per ristabilire | 6equilibrio. Questo meccani s mo.
nel 1961 da P. Mitchell ed e tuttora attuale (P.R. Rich, 2013).

Altre proteine di transmembrana, chiamate protaiagier, funzionano mediante un trasporto
attivo secondario. Si distingue dal primario in quanto & reso possibile non da un utilizzo diretto di
energia, ma dallo sfruttamento del potenziale elettrochimico creato dal trasporto attivo primario (M.G.
Fiorin, 1993; I. Money, 2016b).

1SPOrto passivo Uniporto Antiporto Sinporto

@t Energia (ATP)

Figura 16: Tipi di trasporto che possono avvenire nella membreit@plasmatica. Fonte: |. Money, 2016b.

Il trasporto attivo si pud distinguere ulteriormente in trasporto uniporto, sinporto e antiporto
[ Fig. 16] . Con wuniporto si intende il passaggio
Sinporto é ilpassaggio tra due sostanze avviene contemporaneamente e nella medesima direzione, ad
esempio il carrier sodiamminoacidi. Antiporto € quando il passaggio tra due sostanze avviene
contemporaneamente e in direzioni opposte la pompa Na ¢ h e p eulsioreetditueo idné e s p
sodi o per ogni protone che entra e viceversa, il

intracellulare stabile (H. Curtis e N.S. Barnes, 2003; I. Money, 2016b).

1.2.2.3.CITOPLASMA E | SUOI ORGANULI

Lédambi ent e cellolda wenenohiamdte titbplasma o citosol. E una soluzione acquosa
tamponata ad un pH tra 5 e 6, contenente vari organuli indispensabili per la sopravvivenza della
cellula, tra cui reticolo endoplasmatico, apparato di Golgi, vacuolo, mitocondri e rflcMoney,
2016b; P. RibéreaGayon e altri, 2017).

Nei Funghi unicellulari, come i Lieviti, la struttura cellulare & tendenzialmente sferica e |l
citoplasma € mononucleato [Fig.17]. Nei Funghi filamentosi pluricellulari si osserva, invece, un
allungamentadella struttura cellulare che le conferisce un aspetto tubulare e filiforme, di nome ifa
[Fig.18] (I. Money, 2016b; P. Ribérediayon e altri, 2017).

Le ife si possono distinguere: in

o0 settate (0 acenocitichejiono e polinucleate

0 non settated cenocitiche)polinucleate.

Gli Ascomiceti presentano ife acenocitiche polinucleatettisonodotat di pori che permettono
la comunicazione e il passaggio degli organelli cellulari tra i vari compartimentitigakuii nuclei
cellulari, favorendda crescita miceliare

La presenza di setti aumenta | a rigidit?@ del |
turgore € bassajtuaziore che si riscontra in condizioni di disidrataziohwltre, mediante i corpi di
Wor oni n, i ggientivdb ruolohda delmdareleGsalare i danni meccanici, prevenendo le

perdite citoplasmatichéE possibile che alcuni compartimenti ifali occludano totalmente i loro setti,
trasformandosi in cellule indipendenti e in grado di formare un noowelio mediante un processo di
riproduzione per frammentaziofe.R. MourifiePérez, 2013; S. Manente, 2018).
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Cicatrice di gemmazione Polimetafosfato

Figura 17: Schema della cellula di Saccharomyces cerevisiae e i suoi corpuscoli citoplasmatici: reticolo endoplasmatico
apparato di Golgi, vacuolo, mitocondri e nucleo. Fonte: P. Rib&®ayon e altri, 2017.

Figural8 Schema dell a struttura cellulare e citoplasmat.

Il reticolo endoplasmatico € una complasrete di membrane che si distingue in reticolo
endoplasmatico rugoso quando € rivestito, nel lato citoplasmatico, da ribosomi, e in reticolo
endoplasmatico liscio quando i ribosomi sono assenti (M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016b). In questo
apparato vegono sintetizzate, da parte dei ribosomi del reticolo endoplasmatico rugoso, le proteine,
mentre nel reticolo endoplasmatico liscio vengono sintetizzati i polisaccaridi di riserva e i lipidi di
membrana (M.G. Fiorin, 1993; P. Ribére@ayon e altri, 2017).

| materi al.i sintetizzat:i dal reticolo endopl ast
funzione € quella di modificarli in modo da poterli trasportare a loro volta, mediante esocitosi, verso la
membrana plasmatica, le membrane degli@iganuli o il vacuolo (M.G. Fiorin, 1993; I. Money,
2016b; P. RibéreaGayon e altri, 2017).

| vacuoli sono vaste vescicole mobili, in grado di inglobare ed immagazzinare sostanze nutritive,
vengono inoltre utilizzati per secernere i prodotti cellularids cart o e | e tossine as
(M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016b; P. Ribére@ayon e altri, 2017).

Nella zona periferica del citoplasma sono presenti organuli cilindrici addetti alla produzione
energetica cellulare: i mitocondri. Pressamd due membrane, una esterna ed una interna caratterizzata
da numerose creste. Al loro interno vengono sintetizzate le molecole di ATP e si realizza la
respirazione cellulare (M.G. Fiorin, 1993; P. Ribér&ayon e altri, 2017).

Al | 6i nt er napredeate il naclea, anl corpuscalo generalmente sferico, che e separato dal
citosol mediante la membrana cellulare, la quale presenta dei pori per lo scambio tra il comparto
nucl eare e quell o citopl asmat i coiacidAdudleiiDNAer no de

RNA, contenenti il corredo genetico della cellula (M.G. Fiorin, 1993).

Il citoplasma presenta delle strutture proteiche che costituiscono il citoscheletro cellulare, il cui
ruolo e di sostenere la forma della cellula e direzionaneoWimento degli organuli interni. Questo
intreccio proteico & formato essenzialmente da microfilamenti di actina, septina e microtubuli di
mo n o me fei -tlouiina M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016b).
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1.2.3.ASCOMICETI

Il phylum degli Ascomiceti € ipiu vasto del regno dei Funghi ed include organismi molto diversi
tra loro, come Lieviti, Funghi filamentosi, o Muffe, e funghi a cappello (corpo fruttifero, o stadio
aereo del ciclo vitale). Al suo interno si ritrovano le maggiori specie attive nei sgrode
biodegradazione e biodeteriorazione dei materiali di cui fanno parte anche i Beni Culturali (M.G.
Fiorin, 1993; M. Blackwell e J.W. Spatafora, 2004; M. Falkievilcdik e altri, 2015; I. Money,
2016a; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Come nella maggior parte dei Funghi, gli Ascomiceti posso presentare nel loro ciclo vitale
| 6al ter nanza danamonfaa uné fase sessadteomarfe @ih moduzione di spore,
rispettivamente asessuali o sessuali, atte alla formazioneodi miceli, cioé di un nuovo corpo
fungino filamentoso ifale (M.G. Fiorin, 1993).

Nella fase anamorfa, gli Ascomiceti producono spore asessualicdetidip ost e al |l 6i nt e
strutture chiamateonidiofori. | conidi si formano nella parte terminale dehidioforo e si possono
distribuire come singole spore, a catenella o in ammassi compatti (M.G. Fiorin, 1993; I. Money,
2016a; I. Money, 2016c¢).

Molto comuni negli Ascomiceti (come per esempio nei geAspergilluse Penicillium) é la
presenza dialidi, cellule a forma di vaso che si trovano nella parte terminale del conidoforo e alla cui
sommita sono posti i conidi distribuiti in catene, che in questo caso assumono la denominazione di
fialospore o fialoconidi [Fig.18]. Si tratta di una struttura molt@ntaggiosa in quanto ogni singolo
conidioforo ~ in grado di produrre un gran nume
quadrato (I. Money, 2016c).

(b)
Figura 19: Conidoforo con fialidi e fialospore in: a) Aspergillubg Penicillium. Fonte: I. Money, 2016c.

In base alla forma dei conidi e dei processi di conidiogenesi che portano al loro sviluppo, si hanno
diverse varieta di spore che hanno valore tassonomico (I. Money, 2016c).

| Funghi unicellulari, come iBaccharomyescerevisiae hanno la possibilita di attuare due tipi di
riproduzione asessuale: per scissione trasversa o, piu frequentemente, per gemmazione. Entrambi i
processi si basano sulla duplicazione del materiale genetico e sulla mitosi ma, mentre cdora sciss
trasversa la citogenesi porta alla formazione di due cellule con massa citoplasmatica uguale, con la
gemmazione la cellula figlia risulta piu piccola della madre a causa di una distribuzione diseguale del
citosol (M.G. Fiorin, 1993; I. Money, 2016a; RibéreauvGayon e altri, 2017).

Quando il lievito si riproduce per gemmazione, le pareti cellulari della madre e della figlia
presentano una zona cicatriziale ben evidente in corrispondenza del punto di separazione. Quando la
cellula madre viene totalmenticoperta da queste cicatrici non € piu in grado di duplicarsi, anche se e
comunque in grado di proseguire le sue attivita metaboliche (G.T. Cole e Y. Nozawa, 1981; M.G.
Fiorin, 1993; I. Money, 2016a).

Come per tutti gli organismi che la utilizzano, iproduzione asessuata rappresenta il metodo piu
efficace per la propagazione della specie ma non consente alcuna variazione nel corredo genetico
(M.G. Fiorin, 1993).

Gli Ascomiceti, nella fase teleomorfa, producono spore sessuali, chias@ieporore framite
cellule caratteristiche chiamasschi da cuitale phylum prendono il nome (M.G. Fiorin, 1993; M.
Blackwell e J.W. Spatafora, 2004; 1. Money, 2016a). Gli aschi, che racchiudono generalmente otto
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ascospore (con delle eccezioni: ad esempi®aitcharomges cerevisiase produce solo quattro),
possono essere prodotti direttamente sulle ife vegetative del micelio, come nel caso dei lieviti, oppure
possono essere contenut e alascddarpoo ascomaM.@. iFiorimn cor p

1993; I. Money, 2016a) . Léoascoma, in base alla sua n
2016a):

0 apotecio (a forma di coppa),

o peritecio (a forma di fiasco con una singol a

o cleistotecio (a forma globulosa e chiusa).

Pur meno vantaggiosa dal punto di vista quantitativo delle spore prodotte, la riproduzione sessuale
permette | a combinazione del corredo genetico,
(M.G. Fiorin, 1993). Infatti, la riproduzione sessuale viatteata quando i nutrienti sono esauriti o le
condizioni esterne (dettate da fattori come la temperatura, il pH, la concentrazione di ossigeno e di
diossido di carbonio) sono diventati sfavorevoli per la sopravvivenza. La produzione di spore sessuali
pudavere due fini: lo spostamento del micelio in un ambiente differente attraverso dispersione via aria
0 acqua; oppure di sopravvivenza e di resistenzdoco della specie quiescente fino alla- re
introduzione di nNuovi n u terpregentand una parete cellulare md@to | t i m
spessa, oltre a presentare al loro interno accumuli di nutrimenti di riserva in modo da sopravvivere per
il pit a lungo possibile (J.E. Smith e altri, 1981; I. Money, 2016c; P. Rib&agan e altri, 2017).

La spoa fungina, quando trova condizioni ambientali favorevoli, germina formando dei filamenti,
detti ife. Esse si diramano nel substrato, accrescendosi e spesso ramificandosi sempre di piu, fino a
formare una struttura morfologicamente caratteristimdo(ia) per colore, forma, spessore, bordo,
presenza di alone, etc., ovvero con una particolare e distteiitiere in condizioni ottimali di forma
circolare e assolutamente dipendente per le sue caratteristiche dal substrato metabolico di crescita
(M.G. Fiorin,1993; J.C. Zac e M.R. Willing, 2014; I. Money, 2016b).

Per introdursi all dinterno del substrato in ce
degradazione enzimatica. Le secrezioni enzimatiche, sostanzialmente delle idrolasi, hanno il doppio
compito di modi ficare | e cellule dell dorgani s mo

complessi polisaccaridici, proteici e lipidici per la formazione di zuccheri solubili e molecole meno
complesse e maggiormente assimilabili. Quanddeleegetative trovano una fonte di nutrimento, la
crescita viene indirizzata verso essa e la morfologia della colonia pud mutare (S. Hacquard, 2014; I.
Money, 2016b).

A differenza delle ife vegetative, le ife aeree sono dei filamenti che si possono estdrdiesopra
del substrato; quindi non si propagano penetrando nel terreno ma espandendosi in aria. Anche se non
necessitano di forza per scavare, hanno comunque bisogno di una certa pressione cellulare, detta

turgore, in modo deavertcalgdplle celiui (I.&oney)2016b)e nt az i on

Se il Fungo si trova in un ambiente acquoso, le ife possono secretare delle idrofobine, proteine
idrofobiche atte a ridurre | a tensione superfici
faciit ano i noltre | 6attacco delle ife sulle superfi
Léarchitettura del micelio varia in base all a
sempre un corpo denso e concentrato in vicinanza al punto di origileef@gnging, ed un micelio

aereo fatto da ife che si di ffondono vel ocement e

ma ampio (I. Money, 2016b)ll micelio aereo ha funzione replicativa, mentre il micelio vegetativo,
composto da ife che siddentrano nel substrato, ha funzione nutritGaneralmente, le ife appena
formate e in crescita sono di colore biamcohiaromentre, a mano a mano che il micelio invecchia,
assumono colorazioni caratteristiche in base alla specie ch@tedwite(M.G. Fiorin, 1993).
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1.2.4.1 FUNGHI QUALI BIODETERIOGENI NEI BENI CULTURALI

Insieme a Batteri, Alghe, Cianobatteri, Animali e Piante, i Funghi fanno parte di quegli organismi
viventi in grado di danneggiare, chimicamente e/o meccanicamente, ma anche semplicemente
esteticamente, la vasta gamma di materiali di cui sono compostiii@#turali. Si definisce tale
processdiodeteriorament@ gli organismi che lo causano sono dattideteriogeni

Di seguito si prender” in considerazione |
Ascomiceti, in quanto la maggior parte ldedpecie che causano questo fenomeno rientrano in questo
phylum (M.G. Fiorin, 1993; M. Blackwell e J.W. Spatafora, 2004; M. Falkieiglzk e altri, 2015;
I. Money, 2016a; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Nella seguente tabella [Tdpsono elencate lepscie micotiche riscontrate in diversi casi di studio.
Da essa, si pud evincere che i generi micotici piu comuni séwmpergillus, Penicillium,

6azi

Cladosporium e Alternaria

LOCAZIONE ovvero

Tabl: Specie micotiche riscontrate in diversi casi di studio.

SUBSTRATO COLLOCAZIONE GENERE/SPECIE ~ TIPOLOGIE DI  BIOFILM FONTE
METABOLICO OPERA DANNO BIBLIOGRAFICA
Acremonium, Presenza di
Chiesa di SMartin Aspergillus, biofilm che
a GreeneKreiesen, Chrysosporium, deturpa Presente A.A. Gorbushina
Affresco Germania Cladosporium, | 6est e e altri, 2004
Penicillium, del | 6af
Scopulariopsis Discolorazioni.
Perdita di
coesione.
Sagrestia della Presenza di
Chiesa di S. Aspergillus, microflora che
Affresco Caterinaa Vel&ka Penicillium, deturpa Presente D. Pangallo e
Lomnica, Cladosporium | 6est e altri, 2012
Slovacchia del | 6af
Presenza di
Giardino del Aspergillus, biofilm che
Palazzo Cladosporium, deturpa
Affresco del | 8l nqu Penicillium | 6 est e Presente T.Rosado e altri,
Evora, Portogallo del | 6af 2017
Perdita di
coesione.
Discolorazioni.
Tomba del faraone Penicillium, A.
Affresco e interni Tutankhamun, Cladosporium, Presenza di Assente  Vasanthakumar e
Egitto Aspergillus macchie brune. altri, 2013
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Aspergillus
versicolor,
Aspergillus ustus,
Archivio del Chaetomium Presenza di
AMuseu Na globosum, colonizzazione
Machado de Penicillium fungina che Assente  H.P. De Carvalho
Dipinto ad olio Castroo, copticola, deturpa e altri, 2018
Portogallo Penicillium | 6est e
citrinum, del | 60|
Phlebiopsis Perdita di
gigantea, coesime.
Pithomyces
chartarum
Alternaria, Presenza di
Deposito del musec  Aureobasidium, colonizzazione
Dipinto ad acrilici fiCasa das Aspergillus, fungina che Assente  H.P. De Carvalho
e grafite Paul a Re Chaetomium, deturpa e altri, 2019
Cascais, Portogallo Cladosporium, | 6estet
Penicillium, dipinto.
Stachybotrys
Chaetomium,
Penicillium,
Aspergillus,
Eurotium,
Materiale cartaceo Campioni da Trichoderma, Foxing Assente  A. Michaelsen e
archivio Paecilomyces altri, 2006
variotii,
Myrothecium
verrucaria,

Stachybotrys atra

Cladosporium
cladosporioides,

Archivio Penicillium
Materiale cartaceo del | 6 Uni chrysogenum, Foxing Assente N, Mesquita e
Coimbra, Portogallo Chromelosporum altri, 2009
carneum,
Toxicocladosporium
irritans
Alternaria, Presenza di
Aureobasidium, biofilm che
Superficie lapidea  Sito archeologico di Coprinellus deturpa
Fiesole, ltalia Epicoccum, Phoma | 6 est et Presente D.Pinnae altri,
opere. Macchie 2018

Scure.
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Sagrestia della

Paecilomyces

Presenza di
colonie fungine
che deturpano

chiesa di S. Antonio lilacinus, | 6est e
Materiale igneo e S. Francesco di Penicillium del | 6 0| Assente A.C. Pinheiro e
Aveiro, Portogallo chrysogenum Perdita di altri, 2013
coesione e di
materiale.
Macchie rosse €
scure.
Chaetomium
globosum,
Penicillium Presenza di
Archivio del copticola, colonizzazione
i Mu sNaaional de Penicillium fungina che
Materiale igneo Machado de oxalicum, deturpa Assente  H.P. De Carvalho
Castr oo, Penicillium citrinun, | 6est e e altri, 2018
Portogallo Phlebiopsis del | 60
gigantea, Perdita di
Pithomyces coesione.
chartarum
Collezione del Aspergillus, Presenza di
ACuban I n Cladosporium, colonie fungine
Pellicola Cinematographic Microascus, e macchie Presente I. Vivar e altri,
cinematografica Industry and Arts Penicillium marroni 2013

(1 CAI C)

1241FATTORI CHE

| NFLUENZANO LOATTACCO MI

Perforazioni
della pellicola.

CROBI

Le caratteristiche del materiale, le condizianibientali e i microrganismi coinvolti, determinano
la predisposizione ad un attacco biodeteriogeno del Bene Culturale.

Caratteristiche del materiale

Le caratteristiche fi iche e chimiche di un ma
microrganismi.

| parametri fisici di una superficie sono (M. Falkiewi@alik e altri, 2015):

0 rugosita,

0 porosita,

o grado di assorbimento di acqua,

o grado diidrofobicita.

Piu una superficie & rugosa o presenta pori, piu € in grado di offrire una maggpendicie
dédappoggi o per microrganismi, spor e, pol vere ed
trattenere acqua, | 6el emento fondamental e per I

FalkiewiczDulik e altri, 2015).

| parametrichimici di un materiale dipendono, invece, dalla sua composizione chimica. | Funghi
sono organi s mi che, per sopravviver e, possono L
come zuccheri, proteine e lipidi, provenienti dal substrato. Alcune di geesitnze organiche, come
cellulosa, lignina e cheratina, sono inutilizzabili per la maggior parte degli organismi con cui Si
trovano a competere, in particolare i Batteri, facendo dei Funghi degli organismi con una
impareggiabile versatilita (M.G. Fiorin993).
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Un esempio di tipologia di Bene Culturale che si presenta come una ricca fonte di nutrimento ¢ il
dipinto a tempera o ad olio, in quanto coesistono fonti di cellulosa (presenti nella tela e nelle cornici di
legno), di proteine e di lipidi (presemielle colle animali, come la colla di coniglio, e nei leganti,
come il tuorl o ddéuovo e gl ol i) (K. L. Garg e a
2015; H.P. De Carvalho e altri, 2019). E stato riscontrato, invece, che i metalliti pelsan
compongono alcuni pigmenti (es: rame, piombo, zinco, cromo) hanno effetto inibitorio parziale o
totale sulla crescita microbica (K.L. Garg e altri, 1995; M. Falkieaz | i Kk e al tr i , 2015
altri, 2015; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Anche la carta e una fonte potenzialmente ricca di nutrimento, in quanto composta da cellulosa, un
polimero del glucosio. Si riscontra un livello minore di biodeterioramento nella carta di giornale,
fenomeno riconducibile alla maggior presenza di ligninanpb ramificato difficilmente scindibile,
che sembra proteggere parzialmente le molecole di cellulosa da alcuni attacchi micotici. Anche la
presenza di cere naturali e/o adesivi e collanti sintetici, come composti vinilici, resine acriliche e
derivati dela cellulosa, abbassano (ma non eliminano) la probabilitd di un attacco biologico. Gli
adesivi e i collanti di origine naturale, come amido, caseina e destrina, invece, risultano facilmente
degradabili da parte dei Funghi (F. Gallo, 1992; M. Falkiesiiafik e altri, 2015).

Bisogna tenere conto, quindi, che un Bene Culturale pud essere composto da diverse tipologie di
materiali, organici e inorganici, che gli conferiscono una composizione chimica specifica e, spesso,
unica. Ognuno di essi deve essere apaly, pertanto, come un caso a sé, senza cadere in fuorvianti
generalizzazioni.

Caratteristiche ambientali

| fattori ambientali che influiscono maggiormente sullo sviluppo e sulla colonizzazione degli agenti
microbiologici sono:

o il pH;

o | 6umi di trnizadeacduaa pr es e

o latemperatura;

o |l 6inguinamento ambiental e,

o la presenza di sali.

Il biodeterioramento di un Bene Culturale € favorito da un pH tendenzialmente acido. La maggior
parte dei Funghi, in particolare, crescono ottimamente se il pH & compresoriti@ 5@allo, 1992). Il
materiale cartaceo che presenta un pH maggiore di 8, infatti, non viene generalmente attaccato dai
microrganismi (M. FalkiewicDulik e altri, 2015). Anche gli affreschi, che presentano un pH alcalino
elevato, sono tendenzialmenteofetti dagli attacchi microbiologici, anche se nella quotidianita &
piuttosto comune riscontrare la presenza di muffe sulle loro superfici. Il biodeterioramento degli
affreschi avviene, infatti, come conseguenza di reazioni che acidificano il medium, laome
dissoluzione o la solfatazione del carbonato di calcio. La dissoluzione avviene a causa del biossido di

carboni o, undanidride proveniente principal ment
contatto con | 6acqgua cparibooico@ahe acagsde a sun whkafconri cadonatin a ¢ |
trasformandol i i n bicarbonat.i solubi i, che ac

colonizzazione da parte dei miceti (K.L. Garg e altri, 1995; W. Sand, 1997; M. Falkibuitze
altri, 2015).
Specificatamente, le reazioni del processo di dissoluzione sono le seguenti:
1) 1 6ani dride carbonica reagisce con | dacqua, fc

00 (/z (#1
2) il carbonato di calcio reagi sce calgorsolubil@aci do ¢

,,,,,,

8OEG( #/ 2z 6080
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La solfatazione avviene a causa dell éanidride
principal mente dai gas di scarico. A contatto c
acido slforico che reagisce a sua volta con i carbonati, trasformandoli in gesso insolubile e anidride
carbonica, c¢che acidificano il pH dell 6affq+ esco (

Dulik e altri, 2015).
Le reazioni del processo di solatone sono le seguenti:

1) 1 6ani dride solforosa reagisce con | 6ossigeno
YO -/ z 3

2) |l 6anidride solforica reagisce con | dacqua, f
YO (/z O3

3) il carbonato di calcic eagi sce con | 6acido solforico e |6

calcio biidrato (gesso) e anidride carbonica

8G6003 (/z#MN3d(/ 606U

Anche la disponibilita di luce pud essere un fattore che pud indurre 0 meno alla colonizzazione
microbica, soprattutto da parte degli organismi fototrofi. | Funghi, perd, sono organismi eterotrofi e la
luce non & necessaria per la loro sopravvivenza, come si puo riscontrare dalle numerose colonizzazioni
micotiche in catacombe, grotte e angoli bui debdaaioni (K.L. Garg e altri, 1995; M. Falkiewiez
Dulik e altri, 2015).

Loumidit?” ~ un wulteriore fattore determinante
mi crorgani s mi riesce a crescere se | Ooungingi t” r e
riescono a germinare con umidita relativa tra il 75 e il 95%. Quando queste condizioni di umidita sono
costanti, lo sviluppo ifale & favorito, portando alla formazione di conidi e conidiospore in stk 48
ore (K.L. Garg e altri, 1995; M.R. Fidanza&Ge Caneva, 2019). Alcune specie fungine, come i generi
Aspergilluse Penicillium, sono in grado di germinare a valori di umidita relativa di poco superiori al
60%. Con la loro iniziale colonizzazione del substrato e la loro tendenza ad accumulare acqua,
favoriscono gli attacchi di altri microrganismi che necessitano di maggiore quantita idrica per
svilupparsi (F. Gallo, 1992).

La temperatura considerata ottimale per la maggior parte dei Funghi rientraaimgeitra i 20 € i
35 °C, anche se esistono sgeche presentano wangepiu esteso (K.L. Garg e altri, 1995).

Quando | 6ambiente in cui S i trova il Bene Cul tur
della temperatura é solo periodica (come in alcune chiese, nelle cripte o nelle ify@ites, risulta
particolarmente stabile: in questo modo si favorisce la proliferazione di muffe e spore fungine, queste
ultime spesso trasportate dai visitatori o dagli addetti del settore (A.A. Gorbushina e altri, 2004; M.R.
Fidanza e G. Caneva, 2019).

Gl i ambi ent.i esterni sono meno stabild.i cl i mat
stagional e, met eorica e dai cicli giorno/ notte
influenzato dalla presenza di acqua e dagli inquinanti ambieotatie polvere, sporco, cellule morte,
escrementi e composti organici volatili idrocarburici. Gli inquinanti ambientali sono patrticelle in grado
di depositarsi sulla superficie del Bene Culturale, formando multipli strati che possono fungere sia da

fonte d nutrizione che di ancoraggio per i di ver si
altri, 2015; T. Rosado e altri, 2017; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Anche il deposito salino, che si ¢ r pu@formaael cont
mul tipli strati in grado di favorire | dancoraggi

CladosporiumAspergilluse Penicillium(K.L. Garg e altri, 1995).
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1.2.4.2.COLONIZZAZIONE DEL SUBSTRATO E MECCANISMI DI DANNO

La colonizzazione microbiologica del substrato si pud suddividere in due fasi: adesione e
aggregazione.

Nella fase di adesione, la spora fungina si ancora alla superficie formando le prime ife, il processo

dettato dall 6af f i nchetaibientali@ chimé&bsishp det BeneeNella tasec ar at
di aggregazione avviene la formazione di un complesso intreccio di ife che portano alla formazione
del micelio, il quale si espande il piu possibile in ricerca di nutrimento (M.G. Fiorin, 1993; M.
Falkiewicz-Dulik e altri, 2015).

Queste due fasi si riscontrano anche nella colonizzazione da parte di Batteri e Funghi unicellulari, i
guali non formano ife o miceli, ma un biofilm: un aggregato idrato e complesso di cellule, depositi
biologici, sostanze patieriche extracellulari, materiali di scarto, nutrimenti e particelle inorganiche
(M. FalkiewiczDulik e altri, 2015; T. Rosado e altri, 2017).

Il biofilm ricopre la superficie del Bene e alténsprimisil suo aspetto estetico. Inoltre, le sostanze
contenute nel biofilm possono modificare le caratteristiche chimiche e strutturali della superficie con
cui é in contatto, rendendola maggiormente porosa e portandola da una parte ad accumulare acqua e
dal |l 6altra a sgretol ar si20lf)Wholtres iibiollm pud Siupparsi in . Ros
una crosta che funge da Atappod in grado di trat
microclima caldo e umido stabile, in grado di favorire ulteriore crescita microbiologica (W. Sand,
1997;J. Garty, 2011).

| batteri sono spesso i primi colonizzatori di affreschi e abitazioni, possono creare biofilm con
mi crocondi zioni ambiental.i e superficialdi che s
spore e la crescita delle ife fungimdire ad essere loro stessi una fonte nutritiva di materiale organico
(K.L. Garg e altri, 1995; M. FalkiewieBulik e altri, 2015). | microrganismi che compongono il
biofilm (Batteri, Alghe, Cianobatteri e Funghi) possono creare delle relazioni di compera di
antagonismo. La speciureobasidiunpullulans ad esempio, riesce a colonizzare i substrati ricchi di
cellulosa solo in presenza di Funghi in grado degradarla mediante enzimi specifici, come nel caso dei
generiAspergillus Alternaria e Cladosmrium (K.L. Garg e altri, 1995; M. FalkiewieBulik e altri,

2015; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Il fenomeno di biodeterioramento, provocato dalla colonizzazione del materiale da parte del micete,
pud avvenire mediante la contemporanea azione mecd#iaza e chimica. In base al tipo di
microrganismo, alle condizioni ambientali e al substrato colonizzato, pud esserci una predominanza di

un processo rispetto alldéaltro (K. L. Garg e alt
2017; H.P. DeCarvalho e altri, 2019; M.R. Fidanza e G. Caneva, 2019). Il meccanismo di
biodeterioramento meccanifoi si co i | ri sultato dell 6azione f

crescita miceliare. Nei dipinti, ad esempio, questo fenomeno porta a disgregsyzaccature, perdita

di coesione tra i vari strati pittorici, con conseguenti distacchi e polverizzazioni, fino alla completa
di struzione del Bene Cultural e. l nol tr e, se il
strati pittorici, prowca la formazione di bolle e crateri con conseguente indebolimento strutturale
(K.L. Garg e altri, 1995; M. FalkiewieBulik e altri, 2015; T. Rosado e altri, 2017; H.P. De Carvalho

e altri, 2019; M.R. Fidanza e G. Caneva, 2019; M.A. Kakakhel e altri)2019

Il meccanismo di biodeterioramento chimico avviene attraverso reazioni chimiche tra il substrato e
i metaboliti prodotti dal micete, spesso catalizzate dagli eventuali composti organici e inorganici
inquinanti ivi depositatesi. Questi prodotti fisiologsono secreti per scopi assimilatori (per favorire il
nutrimento), dissimilatori (per favorire il movimento e la crescitagaling( per f avorire 10
del micelio e la formazione di biofilm) o di scarto. Queste sostanze, se a contatto coeridlejat
possono danneggiare, macchiare e deturpare irrimediabilmente la sua superficie (K.L. Garg e altri,
1995; M. FalkiewiczDulik e altri, 2015; H.P. De Carvalho e altri, 2019).

Gli enzimi extracellulari secreti dalle diverse specie micotiche hannopgenuolo assimilativo.
Trasformano, infatti, le molecole complesse del substrato (come proteine, cellulosa e lignina) in
molecole piu semplici, solubili in acqua e facilmente assimilabili. Esempi di complessi enzimatici
sono le proteasi per la scissiogiemolecole proteiche, le cellulasi per scissione della cellulosa e la
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lignina perossidasi per la scissione della lignina (F. Gallo, 1992; K.L. Garg e altri, 1995; N. Mesquita
e altri, 2009). | prodotti di tali reazioni enzimatiche possono essere utilirrate da altri Funghi o
batteri, come il gia citato caso d&lireobasidiunpullulansche colonizza materiali ricchi di cellulosa

ma solo in presenza di specie in grado di secretare enzimi cellulolitici (K.L. Garg e altri, 1995; H.P.
De Carvalho e altr019).

Le sostanze acide prodotte durante |l e attivit’
ossalico, malico, succinico, aspartico e acetico, possono reagire con il substrato attraverso
solubilizzazione dei cationi o chelazione con i metalli @néisnei pigmenti (K.L. Garg e altri, 1995;

W. Sand, 1997; A. Vasanthakumar e altri, 2013; M.A. Kakakhel e altri, 2019). Queste reazioni
possono portare alla formazioni di Sali, come ad esempio la Whew&k@:0s) A ,0)) H la

Weddellite Ca(GOs) AQ)(H prodot ti dal | a rHG)ie gliniami cdlcioa | 6 ac
presenti nella calce di un affresco o di una pietra carbonatica (K.L. Garg e altri, 1995). Anche il

bi ossido di carboni o, prodott o dradrd agidorcab®mco.r a z i o |
Esso reagisce con il carbonato di calcio e di magnesio, formando bicarbonati solubili e riducendo il

pH; cid rende i metalli presenti maggiormente suscettibili alla corrosione e il substrato alla
biodeteriorazione da parte di micganismi acidofili (W. Sand, 1997; K.L. Garg e altri, 1995; M.
FalkiewiczDulik e altri, 2015).

Undulteriore conseguenza dell dattivit”™ metabol
che provocano alterazioni estetiche spesso irreversibili. dcenula chimica di tali sostanze é
caratteristica della specie fungina e puo rientrare in diverse classi chimiche, come gli antrachinoni, le
melanine e i carotenoidi (K.L. Garg e altri, 1995; D. Pangallo e altri, 2012; H.P. De Carvalho e altri,
2019). Ad esmpio, B Al t e mlternataie @l Cladosporiumcladosporioidessono in grado di
secretare pigmenti a base di melanina (H.P. De Carvalho e altri, 2019). Le colorazioni che provocano
tali pigmenti sono molteplici (neri, rosse, brune, verdi, grigi, blu,ayjoma non hanno valore
tassonomico. Infatti, sono influenzate non solo dalla composizione chimica del pigmento, ma anche
dalla tipologia di substrato, dalle condizioni ambientali (pH, umidita), dalla possibile interazione di
altre specie microbiche e dalfase di crescita di queste ultime (F. Gallo, 1992; K.L. Garg e altri,
1995).

Nei materiali cartacei, tale fenomeno di pigmentazione viene definito ¢oxieg di origine
biologica. Le macchie dbxing si presentano con colorazioni tendenzialmente brassicce (da cui
il nome), ma sono comuni anche colorazioni rosse, gialle, violacee, verdi e nere. In alcuni casi si
presentano come piccole macchie isolate e con margini netti, altre volte le dimensioni sono maggiori e
i perimetri piu irregolari. | Funghmaggiormente associati a questo fenomeno rientrano nei generi
Aspergilluse Penicillium (F. Gallo, 1992). Ilfoxing potrebbe avere anche origini abiotiche, come
reazioni di ossidazione dei metalli contenuti negli inchiostri, anche se viene maggiorsssrtiata
ad origini biotiche (N. Mesquita e altri, 2009).

Alcuni Funghi, nel pieno del loro sviluppo, sono in grado di produrre micotossine, sostanze

chi mi che tossiche che, se inal at e, i n@kegied e o0 ac
asma (F. Gallo, 1992; N. Mesquita e altri, 2009), ma pure fenomeni toexito di avvelenamento.
Proprio per questo, ol t r e c heultpaeesteticadirgitanerdel t a d e

correlata al Bene stesso, occorre preweitipotenziale attecchimento di spore e/o frammenti fungini

(e batterici), tenendo sotto controllo il possibile sviluppo e la conseguente proliferazione dei
microrganismi, impedendo loro di utilizzare il Bene Culturale alla stregua di un mero substrato
metabolico, da cui poter ricavare fonte di sostentamento carbonioso ed energetico.
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2. STRUMENTI, TECNICHE E MATERIALI
2.1. DIPINTO IN ESAME

Il dipintout i |l i zzato per testare | Gaepartedi ona artigolarei oc i d e
tipologadimanuf atto artistico, il cui fessere opera
acceso dibattito culturale. Si tratta, infattilina copi a 3D dell a #ANativit?”
Fr ances c g esegbitA daaragaggio (XVII secolo) | Oatereistgditrafugab nel 1969
dal |l 60Oratori o di e®aimntroamr enzo di Pal er mo

La copia 3D dell 6olio su tela di Carava@gi o
espostmel | 6 Oratori o di San Lorenalbig20lnel |l o spazio or

N 1
- . (.l )\' )
S

Figura 20: Facsimile ad opera della FACTUMRTEdella Nativita di Caravaggio (a sinistra) e la sua collocazione
nell 680ratorio di San L or en z ohttps:/wWive.facturamecom/pad/11@1 Mdtiitwith-a dest r a)
saintfrancisandsaintlawrence

La ditta Factum Artgsito web: facturrarte.com)e nata nel 2001 a Madridd ha lo scopo di
realizzare riproduzioni di opere doarte in scal
innovative come b scanninged di gi t al i pemia alia sigoleziondmeediantNUB3D
Scanner. Il processo awviene in totaleurezza, in quanto non avviem@ contatto direttotra lo
scanner da superficied e | | §wvemgeno @oltre utilizzatéuci e led integratiin modo danon
utilizzare raggi ultravioletti e generare bassissgnantita di calorefattori chepotrebberadegradare
| 6oper a.lorsgammaér non riproduce sol amente il col
anche in evidenza la tridimensionalita e gli spessorché le irregolaritaritocchi ele diverse forme
di usura provocate dal passare tlhpo.Le informazioni cosi acquisite vengoruigitalizzate e
convertite in facsimili in tre dimensionimediante Epson Pro 9600 digital printer. Questo
procedi mento  stato attuato per |l a realizzazio
commissionata dalla Fondazione Giorgio GiniVenezia incollaborazione con il Museo del Louvre.

La ditta Factum Arte e stata contattata daristi musei ed istituzioni per eseguire facsimili di
0 p er e sia atiahe cheemoderne, come il Museo del Pragld Museo Nacional Centro de Arte
Reina Sofia di Madridi gia citati Museo del Louvre di Parigi e Fondazione Giorgio Cini di
Venezia

Nel caso della Nativita di Caravaggioon @~ st at o possi bil e eseguire
gquanto dispes| 6 uni ca fotografia di gualit”™ delPedori gin
comprendere come Caravaggio eseguisse i suoi dipinti, sono stati sottoposti a scan tre opere


https://www.factum-arte.com/pag/1181/nativity-with-saint-francis-and-saint-lawrence
https://www.factum-arte.com/pag/1181/nativity-with-saint-francis-and-saint-lawrence
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del | 6 adha pesntesso di raccoglierdormazioni preziose ricardo alla tecnica esecutiva dei
diversi strati pittoricied al tipo di craquelure formatoditilizzando come riferimento la foto del 1968
unita alle informazioni raccoltewgli studidelle altre opere de€laravaggio, € stata ricostruitaféalele
riproduzone, primadigitale e in seguitofisica mediante stampa 3[3onoinoltre stati integrata mano

i dettagli pittoriciimpossibili da riprodurre

Alcune parti delfacsimile, nella versione definitiva appena antecedente alla cheia statgoi
esposta a &ermo in scala 1.1, sono state richieste alla FactumArte e da questa donate per essere
utilizzate a fini di ricerca.

E appunto su tasselli di colore diverso che sono in corso degli istudiro sul possibile
deterioramento e biodeterioramento dell 6opera [
tali tassellj su cui € stato fatto un inoculo di Fungdbnopoi stati messi in presenza di vapori degli oli
essenziali qui utilizzati.
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2.2. OLI ESSENZIALI IN ESAME

Gli oli essenziali selezionati per questa riceilbastrati nella [Tab.2]sono i seguenti:

o di timo rosso cofymushygignot i po #fAti mol oo (
o dichiodi di garofano$yzygium aromaticun
o dibasilico Ocimum basilicury
o di bergamottoCitrus bergami,
o dilavandalavandula angustifolip
o di mandarino Citrus reticulatg,
o di rosmarino Rosmarinus officinalis
o ditea treeNlalaleuca alternifolig.
Tab.2:0li essenziali utilizzati in questa ricerca.
Oli essenziali Pianta/e di origine Marca Metodo di estrazione Data di estrazione
Miscela tra:
Arhymus vulgari$i b i ar
Arhymus zygis ssp. gracilli
Timo Rosso di irossoo Drom Distillazione in corrente di 16/03/15
Spagna Fragrances vapore
Famiglia: Lamiaceae
Syzygium aromaticum
Chiodi di (detto anché&ugenia Farmacia Dr. Distillazione in corrente di
garofano caryophyllatg Burati (Ve) vapore 11/10/12
Famiglia: Myrtaceae
Miscela tra:
AOcimum basilicum
ifMet hyl Cha
Basilico Grand AOcimum basilicum Drom Distillazione in corrente di 01/10/15
Vert ALinal ool Fragrances vapore
Famiglia: Lamiaceae
Frutti di Citrus aurantium
bergamia EOS Secondo Distillazione in corrente di
Bergamotto Origine: Italia Natura vapore
Famiglia: Rutaceae
Fiori di Lavandula
Lavanda angustifolia L. Drom Distillazione in corrente di 27/02/15
40/42% Fragrances vapore
Famiglia: Lamiaceae
Buccia e foglie dCitrus
reticulata Laguna Moon Distillazione in corrente di
Mandarino Origine: Cina vapore

Famiglia: Rutaceae
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Foglie diRosmarinus
officinalis Laguna Moon Distillazione in corrente di
Rosmarino Origine: Spagna vapore

Famiglia: Lamiaceae

Foglie e germogli di
Melaleuca alternifolia Laguna Moon Distillazione in corrente di
Tea tree Origine: Australia vapore

Famiglia: Myrtaceae

Olio essenziale di timo

Secondo LO6European Medicines Agency del 2010,
rosso con chemot i poilriBultatomsla distdlaziona deicfiorifresehr dfhiyrous —
vulgaris L, Thymus zygis Loefl. Ex. Io d una mistura di entrambe le specie. Nel caso di questa
ricerca, S i tratta di guestoéultima eventualit?

L6éolio essenziale di timo ~ stato riGenerallpsci ut o
recognized as safe GRA® ) dal | 6 Uni t e BrugSAdmairtistationeFtrovaichpiegoird
campo alimentare (come aromatizzante e conservante), cosmetico e medico (contro problemi cutanei
come acne, eczemi e punture di insetto) (S. Mandal e M. DebMandal, 2016b).

E riconosciutgpanchep e r  a v e r eantimiorébia ad anwio spéttro, grazie alla presenza di
timolo nella sua composizione, il quale pud attuare effetti sinergici con altri suoi componenti, come il
p-cimene (S. Mandal e M. DebMandal, 2016b).

Sono stati intrapresiumerosstudi riguar@ntild e f f et t o anti mi cotico dell 6
loro risultati sono molto promettenti.

M. Sapper e colleghi (2018) hanno utilizzato dei film di arrgétiano con proporzioni 9:1 e 8:2 e
contenenti olio essenziale di tim®. gygi§ emulsionato o esapsulato con lecitina, per testare in vitro

l e propri et ™ aAhernaria altergatad dl Botryitinga fuekelibna Ddpdsette giorni di
i ncubazione al buio a 25 AC, ~ SA. alteroataatette r vat a
concentrazionme nt re st ata osser v a tBafuckehabaanzquaotornd ungi ¢

stata osservata crescia trattatacon una concentrazione di olio essenziale di 0¢J@4 Solo sotto a

qguesta concentrazione critica € stata ossgruaa crescita fungina deungo,ma questa haaltresi

provocatou n 0 al t erazi one dell a morfologia delle cell ul
F. ReyesJurado e <coll eghi (2019) hanno analizzato

origano maessicand.ippia berlandier, timo (Thymus vulgarjse mostardaBrassica nigra rispetto

a diverse specie batterich@®acillus subtilis Escherichia coli Listeria innocuae Salmonella

enteriditig e fungine Aspergillus nomiusEupenicillum hirayamagPenicillium cinnampurpureume

P. viridicatun), mediante il metodo della diffusione della fase vapore. E stato osservato che gli oli

essenzial. hanno inibito | afungicidadncparticalaref la MI€i n a , [
(Minimal inhibitiory concentration del 6 ol i o essenzi al e di t i mo ris
selezionate  tra 0,1 e 0,5 &g/ mL.

M. Zabka e coll eghi (2014) hanno analizzato 1|20

ad Alternaria alternata Stachybotrys charatrunCladosporiumcladosporioidese Aspergillus nigeyr

utilizzando il metodalella diluizione su agaiDopo sette giorni di incubazione a 21 °C, si € osservato

che 1 6o0olio e%wvdgaryi aal ec odnic etnitmoaz(i one 1 eg/ mL ha i
tutte le pecie fungine in analisi. La MIQMinimal inhibitiory concentration del | 6 ol i o0 es se
timo rispetto |l e specie fungine selezionate  tr
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Olio essenziale di chiodi di garofano

L6éoli o essenzi al eyzggium anmatican é ricahdsciutp per ke Sue proprieta
antiossidanti, antibiotiche e repellenti. Viene utilizzato anche in campo alimentare come conservante e
aromatizzante (M.G. Goiii e altri, 2016).

F. Hu e <coll eghi (2019) hanno analizzato | 6ef"
guello di chiodi di garofano, rispetto i Funghspergillus nigerA. oryzaee A. ochraceusmediante
antibiogramma. Dopo tre e cinque giorni di incubazien8 °C, la MIC (Minimal inhibitiory
concentratiop del | 6ol i o es s enz D25Img/mldper tuttih tred-uhghi iMdsamg,ar of a

risultando cosi i | prodotto pi%¥b efficace dopo | 060lio es

unoéi ni b iaceasataneicelidre & della sporulazione per tutte le specie esaminate.
AE.AguilarGonz 8l ez e col |l eghi (2015) hanno analizza

chiodi di garofano e di mostarda rispetto alla muBfatrytis cinerea utilizzand la fase vapore

del |I 6 mbitrocheis vivasu dei campioni di fragole. Dopo cinque giorni di incubazione a 25 °C,

la MIC (Minimal inhibitiory concentration del | 6ol i o essenziale di chio

pericampioninvitroe 1 1g/n3per Ecampionin vivo.

Olio essenziale di basilico

L6ol i o es s e nQcimarh asilidum l)b @cenbskiutaccome (un elemento generalmente
sicuro Generally recognized as safe GRA® ) dal | 6 Uni t ed @dnministeaiibneFood at
trova impiego principalmente in campo alimentare come aromatizzante e conservante. Esistono diversi
chemotipi di oli essenziali di basilico in commercio, ma quello piu utilizzato in aromaterapia e con
maggior attivita antimicrobitbee antossidante quello a linalolo (Q.X. Li e C.L. Chang, 2016).

S. Da Silva G¢ndel e coll eghi (2018) hanno ana
basilico, sia libero che in forma di nanoemulsione, risp€andida albicansCandida tropicais,
Escherichia coli Proteus mirabil e Staphylococcus aureusnediante microdiluizione in brodo

cultura. Dopo un tempo di incubazione di 24h aA3C , - stata osservata unoi
mi crobica sia con | 6o0olidséowmenziRalgealridbemqouesch & ui
antibiotico é stato riscontrato anche dopo 90 giorni di analisi.

F. Hossain e coll eghi (2014) hanno analizzato
rispetto Aspergillus niger e Penicillium dirysogenum sia in vitro mediante metodo
del | 6ant i biinowe amantat ansdoa con i vapor.i del |l 6ol i o

inoculato con i Funghi sopracitati. Per quanto riguarda iitesitro, dopo 72 ore di incubazione

hanno presentatona MIC (Minimal inhibitiory concentratioh di 0,1% v/v per entrambi i Funghi,

mentre a concentrazioni pi % basse  stata osserv
M. Zabka e coll eghi (2014) hanno essanzidlirispaetta t o | O

ad Alternaria alternata Stachybotrys charatrunCladosporium cladosporioides Aspergillus niger

utilizzando il metodo della diluizione su agar. Dopo sette giorni di incubazione a 21 °C, si € osservato

che 1 60l i o0 ewm¢Cehadlicua)l ea dcio nbcaesnitlriazi one 1 €g/ mL ha

c r e s c iAt atteradtgedell26% quella deb. chartarumdel 27% quella deC. cladosporioide®

del 4% qgAumderl a del | 6

Olio essenziale di bergamotto
SecondoLO6 Eur opean Medi ci nes A g-8asx ¢ colieghl (2026), 1a2 e R

composi zione del | 6ol iCitrusbagamiaRizso)an commercio duisuttatpa mot t o
delladi still azione in corrente di voeepparzi@memte, dela | | 6 e s
mesocarpo della buccia del frutto fresco.

L6olio essenziale di bergamotto ~ usato princi
i mportante anche nell 6industria alimentail é Eaoie
Grey. Viene wutilizzato anche in aromaterapia e
produzione di prodotti dermatologici, ginecologici e dentistici (R. ABitesa e altri, 2016).

Léol i o essenziale di b e r g nno gattiomlareh provo@a neffettie e f f

mut ageni e carcinogeni ci Aspetgillusniger,erushriurh solarfifk n gi n e
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sporotrichioides F. oxysporumCurvularia lunatg Verticilium dahliage Phomopsis spPhoma spe
Myrothechium verrucarigR. Avila-Sosa e altri, 2016).

M. Zabka e coll eghi (2014) hanno analizzato |20
ad Alternaria alternata Stachybotrys charatrunCladosporium cladosporioides Aspergillus niger
utilizzando il metodo d& diluizione su agar. Dopo sette giorni di incubazione a 21 °C, si & osservato
che I 6ol i o essenhbergantide aic dreacgrtmod zioone 1 e€g/ mL h
| a c¢r e $caitetaata ddl 8% gbella deb. chartarumdel 19% quella deC. cladosporioides
del 13% d.uwigdr|l a del | 6

Olio essenziale di lavanda

Léolio e s s e n z iLavdndula drigustifolia @ acandsaiuto (per le sue proprieta
antimicrobiche, antiossidanti, antifungali, repelleatialgesiche e sedative. Viene utilizzato in campo
cosmetico, alimentare e in aromaterapia (L.A.E. Erland e S.S. Mahmoud, 2016).
Puo essere utilizzato come conservante in campo alimentare contro FunghiPbgtopthora
Sclerotinae Botyritis, a n ¢ hieessereialé héd a tendenza ad evaporare rapidamente se esposto ad
alte temperature (L.A.E. Erland e S.S. Mahmoud, 2016).

M. Zabka e coll eghi (2014) hanno analizzato 1|20
ad Alternaria alternata Stachyotrys charatrumCladosporium cladosporioides Aspergillus niger
utilizzando il metodo della diluizione su agar. Dopo sette giorni di incubazione a 21 °C, si € osservato
che | 6ol i o ess.angwrtifolid eadcohaeanda z itedeleircd50% g/ mL h e
c r e s c iAt atteradtgedell 78% quella deb. chartarumdel 53% quella deC. cladosporioide®
del 23 % cAurggerl la MtiCe(Winingal inhibitiory concentraton del | 6ol i o esse
lavanda rispetto le specie fungires e zi onate  tra 1,540 Aniderla8352 ¢€g/
guale non é stata raggiunta.

Olio essenziale di mandarino

L6éol i o essenziCixds ecticdlatg emtdizzatcapriricipabnente per scopi alimentari
come aromatizzante, anchesamo presenti diversi studi che riportano le sue proprieta antimicrobiche,
antifungal. e antiossidanti . L6éolio essenziale
trattamenti cutanei o per aromaterapia (S. Mandal e M. DebMandal, 2016a).

S.Javede col |l eghi (2014) hanno analizzato | 6effet

genere Citrus rispetto ai Batteri Listeria monocytogenesnCorynebacterium minutissimym
Eschierichia coli Yersinia sp.e Klebsiella planticola e ai FunghiAspergillus flavus Aspergillus
fumigatese Aspergillus niger utilizzando il metodo della diffusione su agar. Dopo un periodo di

i ncubazione di 24h a 37 AC per i Batteri e 72h
essenzialali mandarino C. reticulatg hanno most fostdtica rispettd tatt itBateri & b
Funghi sotto esame.

M. Chutia e col |l eghi (2009) hanno analizzato

mandarino C. reticulataBlanco) rispettdAlternaria alternata Rhizoctonia solaniCurvularia lunatg

Fusarium oxysporume Helminthosporium oryzaemediante antibiogramma. La MIQMinimal

inhibitiory concentratioh del | 6ol i o e s s e n zdleaspeeie fdnginerselemichate & no r
di 2 mL/100mL, inibendo completamente la sporulazione fungina, ad esclusigbeluhatae diH.

oryzaedove il valore di MIC & di 0,2 mL/100mL.

Olio essenziale di rosmarino

Léol i o essenziRosnarinud iofficinafisshananr ampio usg come conservante
alimentare ed & conosciuto per avere proprieta antimicrobiche, antimicotiche e antiossidanti. Viene
utilizzato anche in campo farmaceutico, cosmetico e in aromaterapia (M.D. Hernandez e altri, 2016).

Viene utilizzato come conservante per gli alimenti eltasafficace verso i Funghi®hytophthora
nicotianae Sclerotinia sclerotiorum Sclerotium cepivorumFusarium proliferatume Fusarium
oxysporunm(M.D. Hernandez e altri, 2016).

M. Zabka e coll eghi (2014) hannoliessenadlirispett@at o | 0
ad Alternaria alternata Stachybotrys charatrunCladosporium cladosporioides Aspergillus niger
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utilizzando il metodo della diluizione su agar. Dopo sette giorni di incubazione a 21 °C, si € osservato
c h e ks8emdiale di rosmarino (Bfficinalis a concentrazione 1 eg/ mL hea
Cr es c iAtakeratd del 44% quella deb. chartarumdel 28% quella deC. cladosporioideg del
0, 45% g Wenigékra del | 0

Risultati meno promettenti sonstati riscontrati dalla ricerca di R. Ribeigantos e colleghi
(2017), doveé statoanal i zzato | 6effetto antibiotico di d
Staphylococcus aurewsil FungoPenicilliumsp, uti |l i zzando i | anBopoudo del |
periodo di incubazione durato 24h a 35 °C per il Batterio e 48h a 25 °C per il Fungo, IMMi@g]
inhibitiory concentratiof non & stata raggiunta neanche con la concentrazione massima di 0,43
mg/mL.

Olio essenziale di tea tree

L 6 ol i caleeliges weeMalaleuca alternifolig ha un ampio uso in campo cosmetico (prodotti
per capelli, creme per la pelle e per le unghie), in aromaterapia e in detergenti per il bucato. E
conosciuto inoltre per le sue proprieta antibatteriche, antifungim@sirali, antrinfammatorie e
analgesichéJ.K. Aronson, 2016).

F. Chi di e coll eghi (2020) hanno analizzato il
rispetto Penicillium griseofulvumsolato da lenticchie e d&enicillium verrucosumsolato da uva.

Hanno osservato che |l 6aggi unt a di ol io essenz
essenziale/acqua del 0,08%, 0,16%, 0,63%, 1,25%, 2,50% e 2,75%) arresta completamente la
produzione di acido terrastrico e ocharatossina A da p&it®. griseofulvume delle micotossine

prodotte dalP. verrucosum C stata osservat a undéinibizione
concentrazioe 2,75% per entrambi i Funghi.

A. C. Da Rocha Neto e coll eghi (2019) hanno ana
di tea tree rispetto aPenicilium expansum mediante esposizione dei suoi vaporivarie
concentrazioni (da 0,12%L a 1 g/L) ea varitempi di esposizioneda 1 a 24 ore). Lb6ol
inibito la germinazione del Fungo anche a basse concentrazioni, causando danni alla membrana
plasmatica delle cellule.
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2.3. FUNGHI IN ESAME

Nella seguente tabella [T&b.sono illustrate le caratteristiche dei quatfunghi appartenenti al
phylum degli Ascomiceti presi in esame in questa ricerca di fd@rnaria alternata Cladosporium
cladosporioidesPenicilliumsp.,Saccharomyceserevisiae

Tab23: Tassonomia earatteristiche di Aalternata, C cladosporioides, Penicillium sp. e S. cerevisiae.

Alternaria alternata Cladosporium Penicillium sp. Saccharomyces
cladosporioides cerevisiae
EOTOGRAFIA EB_SAB- EB_SAB- EB_SAB- EB_SAB-
MACROSCOPICA CL_ALT_S BIANCO CL_CLA_S BIANCO CL_PEN_S_BIANCO CL_SAC_AB_BIANCO

Terreno di coltura:
Sabouraueglucosio
con cloramfenicolo

Scattata 1jiorni
dopo la germinaziong |

delle spore
SUBPHYLUM Pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycotina Saccharomycitina
CLASSE Dothideomycetes Dothideomycetes Eurotiomycetes Saccharomycetes
ORDINE Pleosporales Capnodiales Eurotiales Saccharomycetales
FAMIGLIA Pleosporaceae Cladosporiaceae Trichocomaceae  Saccharomycetaceae
STRUTTURA pluricellulare pluricellulare pluricellulare Unicellulare
CELLULARE filamentosa filamentosa filamentosa (lievito)
(muffa) (muffa) (muffa)
RESPIRAZIONE aeroba aeroba aeroba anaeroba facoltativa
sessuatgforme
RIPRODUZIONE essenzialmente essenzialmente telomorfiche)e asessuata per
asessuata asessuata asessuatéforme  gemmazione sessuata
anamorfiche)

compost, suolo, piante, frutta, prodotti Suolo, piantefrutta, Alimenti, piante, frutta,

piante frutta, agricoli, interni di prodotti agricoli, prodotti agricoli
Sl"CBRSgSRC'ﬂ ADI _ proc!ot_ti agricgli, abitazione, Iegnq, prodqtti c_as_etziz,
FAVORITI interni di abitazione, carta tele, leganti articoli di
tessutilegnq carta  proteici, colle naturali pelletteria,interni di
tele, leganti proteici, abitazionelegno,
colle naturali carta tele, leganti

proteici, colle
naturali
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Temperatura: Temperatura: Temperatura: Temperatura:
22-28 °C 1828 °C 2535°C 30-35°C
ma vitale fino a ma vitale fino a ma vitale fino a (mesofilo)
CONDIZIONI 3°C -10°C 3°C
AMBIENTALI (mesofilopsicrofilo)  (mesofilopsicrofilo)  (mesofilopsicrofilo
FAVOREVOLI ALLO )
SVILUPPO E ALLA Umidita relativa per Umidita relativa per la
FASE VEGETATIVA la germinazione germinazione delle  Umidita relativa per
delle spore: spore: la germinazione
>70% >80% delle spore:
>60%
pH: 4-5.4 pH: 5-7 pH: 3,8-5,8
pH: 5-7

Fonti bibliografiche: F. Gallo, 1992; N. Kimura e T. Tsuge, 1993; R.F. Reis e altri, 2006; R. Ogorek e altri, 2012; A.
Patriarca e altri, 2014; P. RibéreaGayon e altri, 2017.
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24. GC-MS

La tecnica della gascromatografia associata alla spettrometria di massa ingiegmta per
determinare la composizione degli oli essenziali utilizzati: il gascromatografo effettua la separazione
delle diverse componenti del campione, mentre lo spettrordemassa funge da rivelatore.

Léolio essenziale, introdotto nel gascromatogr i
mobile gassosaérrier) in una colonna, in cui & posta la fase stazionaria. La separazione delle diverse
molecole cheempongono | 6ol i o essenzi alessehamo ridpetts @la s u | g

fase mobile e a quella stazionaria: le molecole con bassa affinita alla fase stazionaria e peso
molecolare minore vengono eluite in tempi pit brevi rispetto a quelleattanaffinita e pesi
molecolari maggiori. Il tempo impiegato da ciascuna sostanza per scorrere nella colonna é detto tempo
di ritenzione (#).

Lo spettrometro di massa permette la ionizzazione delle diverse componenti cosi separate, con
formazione di fratmmenti di diversa massa/carica, caratteristici della molecola. In questo modo,
mediante delle banche dati, & possibile risalire alla composizione chimica di ogni singola componente
della miscela, oltrehea stabilire il suo rapporto rispetto alla misceltale.

Léanalizzat or e deianalisihaslessaguantt carbtteristcheet o per

o MSD Agilent Technologies Modello 59778 (electron impact, 70 eV),

0 associato ad un gascromatografo GC System Agilent Technologies Modello 7720°,

0 equipaggiato con unalonna HPSMS (19091$433UI)

o dimensioni 3dmn x 0,250 mm,
0 spessore del film interno 0,25,
0 rangeoperativodi temperatura:60°C i1 325/350°C.

Il metodo gascromatograficattuato si tratta diun metodo standard dello strumento ed e
seguente:
0 Temperatura iniziale= 60C (isoterma per 2 minuti)
Rampa di riscaldamento= 2@/min
Temperatura Finale= 30C (isoterma per 4 minuti)
Tempo di corsa totale= 18 minuti
Pressione= 7.8 psi
Total flow= 21,71 mL/min (split ratio 20:1)
Carrier gas: He

O OO O O0Oo






