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1. INTRODUZIONE 

 

1.1. SCOPO DELLA TESI 

Il lavoro presentato in questa tesi si colloca nell’ambito della valorizzazione di materie 

prime naturali e estratti vegetali mediante determinazione di attività biologiche e proprietà 

sfruttabili nel mondo nutrizionale, cosmetico e farmaceutico. Il lavoro svolto si colloca 

all’interno dei filoni di ricerca sviluppati dal gruppo del Prof. Stefano Manfredini 

Università di Ferrara, Dipartimento di Scienze della Vita e Biotecnologie. 

Il punto di partenza dell’intero percorso è costituito dalla pianta Moringa oleifera (MO) 

appartenente alla famiglia delle Moringaceae, pianta ben nota per le sue proprietà 

nutrizionali, molto produttiva e di cui si usano ai fini nutrizionali le foglie, con più raccolti 

per anno, che ha suscitato negli ultimi anni grande interesse anche da parte del mondo 

cosmetico e farmaceutico. Al fine di estendere le possibili applicazioni in un ambito di uso 

sostenibile delle risorse naturali si è deciso di studiare le attività connesse con la protezione 

solare considerato, la fonte rinnovabile del prodotto, la sua crescita anche su terreni poco 

adatti alla agricoltura tradizionale, il promettente profilo fitochimico e alcuni studi 

preliminari già presenti in letteratura. È stato valutato il Sun Protection Factor (SPF) in 

vitro, il profilo antiossidante, il contenuto in polifenoli, la caratterizzazione chimica della 

frazione flavonoidica, l’attività antimicrobica e antifungina, l’attività antitumorale. Il tutto 

è stato svolto utilizzando e sviluppando diverse metodiche estrattive al fine di ottenere un 

quadro completo e esaustivo delle performance della materia prima vegetale. 

Successivamente è stato svolto uno studio comparativo di diversi tempi di raccolta al fine 

di determinare l’incidenza delle tempistiche di raccolta sulle attività biologiche studiate e 

le migliori condizioni di coltivazione. 

Le analisi sono state eseguite su estratti ricavati dalle foglie essiccate di Moringa oleifera 

provenienti da due diversi paesi: 
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- Prima parte dello studio: Foglie di Moringa oleifera raccolte e essiccate in Senegal da 

Baobab Fruit Company Senegal SARL (BFCS, Touba Peycouk BP 826, Thies, Senegal) 

- Seconda parte dello studio: Foglie di Moringa oleifera raccolte e essiccate in Paraguay 

fornite dall’impresa MANTIS AGROPY SA (Josè Berges, 988 Asuncion Paraguay) 

appartenenti ai seguenti lotti: FEB 2017B1; MARZO 2017B1; ABRIL 2017 B2; MAYO 

2017 B3. 

Questo percorso di ricerca è sfociato successivamente nella stesura di un capitolo di libro 

in cui vengono delineate linee guida per la determinazione dell’attività filtrante UV in vitro 

di estratti vegetali alla luce delle difficoltà riscontrate durante il percorso e, più in generale, 

alla luce dell’esperienza del gruppo di ricerca in questo ambito. 

Il lavoro di ricerca è stato preceduto da un’intensa ricerca bibliografica che ha portato alla 

stesura di una review dal titolo “Herbal extracts, lichens and biomolecules as natural 

photo-protection alternatives to synthetic UV filters. A systematic review” che riporta lo 

stato dell’arte della ricerca su filtri solari di origine naturale e sulle attività biologiche 

spendibili in ambito della fotoprotezione. 

 

1.2. ESTRATTI VEGETALI COME FONTE DI COMPOSTI ATTIVI  

L’ambiente naturale mette a disposizione un’immensa quantità di composti che si sono 

dimostrati a vario titolo compatibili con un utilizzo salutistico. L’uomo ha sempre cercato, 

nel suo slancio verso il mantenimento o il raggiungimento di uno stato di salute, rimedi sia 

nel mondo animale che vegetale dapprima elaborando pratiche mediche legate alla cultura 

tradizionale e religiosa di ogni società e popolazione. Successivamente, con l’avvento della 

medicina moderna, ha cercato nell’ambiente naturale fitocomplessi e composti attivi 

traendone ispirazione per sviluppare farmaci per il trattamento di patologie di varia natura. 
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È verosimile che i prodotti di origine naturale acquisteranno sempre maggiore importanza 

nel futuro del modo cosmetico e farmaceutico e questa tendenza coinvolge tra gli altri i 

prodotti solari e i filtri UV, e più in generale la fotoprotezione, settori di ricerca sviluppati 

in questa tesi. In un contesto come quello attuale in cui la tendenza auspicata da più parti 

all’interno della comunità scientifica è quella di rivolgersi sempre di più a composti a 

basso impatto ambientale e di cercare la sostenibilità dei processi di produzione, è 

necessario studiare con sempre maggiore attenzione l’impatto delle materie prime 

sull’ambiente considerando aspetti legati alla loro produzione, al loro smaltimento e al loro 

profilo tossicologico. Gli sforzi nella ricerca vanno direzionati verso sicurezza, eticità e 

sostenibilità del prodotto salutistico in genere. 

 

1.3. BIODIVERSITÀ E SALUTE UMANA 

A partire dalla seconda metà del secolo scorso si è resa sempre più evidente la capacità 

dell'uomo di modificare in modo irreversibile il clima globale [1] e parallelamente si sono 

moltiplicati negli ultimi anni gli studi scientifici [2] che accertano l’impatto negativo dei 

cambiamenti climatici sulla biodiversità e la loro capacità di provocare estinzione di specie 

generando profonde modificazioni nella struttura degli ecosistemi. Va inoltre considerato 

che l’aspetto climatico, pur costituendo un fattore ben presente nel dibattito politico 

internazionale e di conseguenza maggiormente utilizzato come indicatore dell’influenza 

dell’antropizzazione nei confronti dei cambiamenti ambientali, è spesso affiancato da 

meccanismi più complessi che innescano reazioni meno palesi, più o meno note, 

imprevedibili e spesso irreversibili.  

Nel 1992 la conferenza delle Nazioni Unite svoltasi a Rio de Janeiro ha dato una 

definizione del termine biodiversità nell'art. 2 della Convenzione sulla diversità biologica: 

“Ogni tipo di variabilità tra organismi viventi, compresi, tra gli altri, gli ecosistemi 

terrestri, marini e altri acquatici e i complessi ecologici di cui essi sono parte; essa 
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comprende la diversità entro specie, tra specie e tra ecosistemi.” La Convenzione sulla 

diversità biologica (CBD) ratificata nel 1992 da 193 Paesi rappresenta una presa di 

coscienza della comunità internazionale e esprime gli obbiettivi generali che gli stati 

firmatari si prefiggevano di seguire, lascia a ciascuno stato il compito di individuare 

programmi e politiche nazionali che portino alla conservazione e all'uso sostenibile della 

biodiversità. Il processo di ricerca e accordi internazionali iniziato nel 1992 ha portato a 

una presa di coscienza della relazione tra conservazione della natura e sviluppo locale 

sostenibile e all'utilizzo dell'approccio ecosistemico nella gestione delle risorse biologiche 

[3] definito come “una strategia per la gestione integrata della terra, dell’acqua e delle 

risorse viventi che promuove la conservazione e l’uso sostenibile in modo giusto ed equo”. 

Questa definizione implica un coinvolgimento diretto e sostanziale dei portatori d’interesse 

locali (stakeholders) a livello mondiale nella gestione del territorio nell’ambito di un 

processo che presenta due punti di interesse fondamentali: quello ambientale e quello 

sociale [4]. 

In questo contesto la conservazione della diversità biologica è negli ultimi anni una delle 

questioni più problematiche e dibattute nel mondo scientifico, questo indica una presa di 

coscienza da parte della comunità scientifica che tuttavia non trova sufficiente riscontro in 

politiche ambientali internazionali volte alla salvaguardia e all’uso sostenibile 

dell’ambiente naturale. Si osserva bensì una preoccupante inversione di tendenza rispetto 

agli iniziali slanci verso politiche di tutela ambientale dimostrati nei primi anni 2000 dal 

mondo politico occidentale. In assenza di una decisa presa di posizione da parte della 

società civile e della politica internazionale, una limitazione dei pericoli e dei danni che 

l'uomo stesso ha generato all'equilibrio degli ecosistemi del nostro pianeta appare 

inverosimile.  

Vanno sottolineate le solide evidenze scientifiche che negli ultimi anni hanno reso 

indubbio che gli obbiettivi economici e ambientali vanno di pari passo nel lungo periodo. 
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La maggior parte delle attività umane nel sistema economico attuale richiedono una 

motivazione/sostenibilità economica per essere messe in atto ed è sensato affermare che le 

politiche di salvaguardia della biodiversità possono trovare una efficace motivazione nella 

quantificazione dei servizi che gli ecosistemi forniscono all'uomo.  

La biodiversità gioca infatti un ruolo fondamentale nel mantenere i servizi ecosistemici, 

ovvero i benefici multipli forniti dagli ecosistemi al genere umano, descritti dalla 

Millennium Ecosystem Assessment (MA). MA elenca una serie di benefici apportati dalla 

biodiversità all’uomo Millenium Ecosystem Assessment, “Ecosystems and Human Well-

Being, Health Synthesis” [5]: 

- fonte di composti ad uso salutistico: medicina, biotecnologie e cosmesi, la biodiversità 

costituisce un “magazzino” genetico per la biotecnologia, la medicina e, più in generale, 

per la produzione di prodotti ad uso salutistico.  

- acqua potabile, molti aspetti dei cicli idrologici sono legati alla salute degli ecosistemi; 

- fonte di sostanze di interesse nutrizionale;  

- fonte di legname, fibre e carburante fossile; 

Fondamentale è quindi il ruolo della biodiversità rispetto alla sicurezza economica e 

sociale a livello globale. Nell’ultimo secolo, a causa del degrado ambientale attuale e lo 

sviluppo di tecnologie di produzione sempre più efficienti ed invasive, il ruolo dell’uomo è 

stato cruciale nella modifica dei processi ecologici. 

Più in particolare, un esempio di servizio fornito dagli ecosistemi presenti nel nostro 

pianeta è la produzione, da parte dei più svariati organismi, di un enorme varietà di 

composti, alcune dei quali si sono dimostrati utilizzabili a scopo terapeutico e salutistico. 

In questo contesto si colloca l’origine di svariate pratiche mediche tradizionali che, dopo 

l'ascesa e l'evoluzione della tradizione medica occidentale, hanno fornito e forniranno 

substrato di conoscenza per la creazione di farmaci di origine naturale o hanno guidato i 

chimici farmaceutici alla sintesi di sostanze non presenti in natura utilizzabili come 
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principi attivi nei farmaci di oggi. Per fare alcuni esempi tra i tanti è opportuno citare l’uso 

del chinino che è il fitocomplesso presente nella corteccia di piante del Genere Cinchona 

originarie dell’America del sud. Il chinino è oggi il principale farmaco antimalarico per le 

popolazioni che non possono accedere ai moderni farmaci tecnologici e, storicamente, è 

stato l’unico antimalarico utilizzabile fino alla scoperta dei moderni principi attivi di 

sintesi. È stato utilizzato per secoli in America del sud dai guaritori tradizionali prima della 

sua esportazione in Europa e della scoperta dell’alcaloide chinina responsabile dell’attività 

antimalarica. Un altro esempio è rappresentato da vincristina e vinblastina, due molecole 

importanti perché utilizzate come antitumorali con attività antimitotica ottenute dalla 

pianta Catharanthus roseus che è originaria del Madagascar. Inoltre molte sostanze di 

origine naturale sono utilizzate come materie prime per un utilizzo negli ambiti 

cosmetico/cosmeceutico, e nutraceutico grazie alle loro particolari caratteristiche. Va 

sottolineato che la maggior parte dei farmaci impiegati nei paesi industrializzati deriva 

infatti da prodotti naturali, una dimostrazione di questo fatto è che dal 1990 ad oggi l’80% 

dei farmaci approvati e commercializzati negli Stati Uniti è costituito da prodotti naturali o 

è derivato da essi [6].  

La biodiversità rappresenta un fattore propulsivo verso la chemo-diversità vegetale e 

dunque verso quella variabilità chimica che ha permesso di avere oggi molecole 

farmaceuticamente importanti e che permetterà in futuro di ottenere nuovi composti attivi. 

È quindi indubbio che provocare una diminuzione della diversità biologica tramite 

operazioni di sfruttamento non sostenibile delle risorse naturali ha come diretta 

conseguenza un forte ridimensionamento dei servizi che gli ecosistemi forniscono 

all'uomo. Questo aspetto nell'ambito farmaceutico comporterebbe una diminuzione della 

quantità/qualità delle materie prime e del contributo fondamentale che la natura può dare al 

progresso scientifico. 
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1.4. PRATICHE MEDICHE TRADIZIONALI 

Le pratiche di medicina tradizionale rappresentano una parte importante e spesso 

sottovalutata dell'assistenza sanitaria in tutto il mondo. Inoltre, la conoscenza tradizionale è 

una fonte di ispirazione per le ricerche sulle attività biologiche di estratti vegetali e 

composti puri che possono essere ottenuti da loro. Un gran numero di attività terapeutiche 

salvavita appartenenti alla medicina moderna e nuovi composti attivi derivano dalla 

conoscenza tradizionale e dagli usi tradizionali delle piante. 

La consapevolezza di questo fatto ha portato all'elaborazione della risoluzione 

dell'Assemblea mondiale della sanità (WHA) sulla medicina tradizionale (WHA62.13) e 

della strategia della medicina tradizionale dell'Organizzazione mondiale della sanità 

(OMS) 2002-2005 e 2014-2023. Tali documenti mirano a integrare a livello internazionale 

i sistemi sanitari nazionali con conoscenze e pratiche tradizionali attraverso una 

valutazione della sicurezza, efficacia e qualità dei trattamenti. Per raggiungere questi 

obiettivi, è necessario condurre ricerche adeguate; le attività biologiche delle piante 

utilizzate devono essere testate e l'efficacia dei trattamenti sia "in vitro" che "in vivo" deve 

essere valutata anche tenendo conto del profilo di rischio / beneficio. Pertanto, uno dei 

principali problemi sollevati, relativi all'uso delle pratiche tradizionali nelle politiche e nei 

regolamenti nazionali, è la mancanza di validi studi scientifici [7].  

L'OMS definisce la medicina tradizionale come segue: la medicina tradizionale è la somma 

totale delle conoscenze, abilità e pratiche basate su teorie, credenze ed esperienze indigene 

in culture diverse, esplicabili o meno, utilizzate nel mantenimento della salute, nonché 

nella prevenzione, diagnosi, miglioramento o trattamento di malattia fisica e mentale [7]. 
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1.5. MORINGA OLEIFERA 

 

1.5.1. Botanica, origine e denominazioni 

La Moringa oleifera è un’importante pianta alimentare/medicinale utilizzata in svariate 

pratiche mediche tradizionali e nota nella letteratura scientifica, è l’unico genere 

appartenente alla famiglia delle Moringaceae comprendente 13 specie distribuite nell’India 

subcontinentale, Kenya, Africa nord-orientale e nord-settentrionale. La specie Moringa 

oleifera è nativa del settore sub-himalayano dell’India settentrionale, Pakistan, Bangladesh 

ed Afghanistan, è ora diffusa e coltivata per scopi salutistici e alimentari nelle regioni 

tropicali e subtropicali del mondo e specialmente in India, Egitto, Senegal, Filippine, 

Ceylon, Tailandia, Maleisa, Burma, Pakistan, Singapore, Indie occidentali, Cuba, Jamaica 

e Nigeria [8].  

 

La pianta si presenta come un albero di media grandezza appartenente al genere delle 

Moringacee. Alla famiglia appartiene solo il genere moringa ed il nome botanico della 

pianta è Moringa oleifera Lam. La famiglia si caratterizza grazie a caratteristiche comuni a 

tutti i suoi membri, placentazione parietale, frutti con tre capsule, bacca allungata non 

deiscente e seme alato. 

Le due specie più comuni, M. oleifera e M. concanensis, si distinguono per alcune 

differenze morfologiche che le caratterizzano: la prima specie si distingue dalla seconda 

grazie alla presenza di foglie generalmente tripennate, piccioli bianchi o gialli privi di 

strisce rosse. A differenza di M. oleifera, M. concanensis presenta foglie bipennate, petali 

con striature rosse o rossastre alla base, la pianta inoltre è generalmente di dimensioni 

maggiori rispetto a M. oleifera [9].  

È denominata “albero della vita” o “pianta miracolosa” in diversi contesti tradizionali 

poiché ogni sua parte è commestibile, dalle foglie alle radici ed è ricca di sostanze dalle 
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pregevoli proprietà salutistiche e nutrizionali. Altri nomi che sono riportati a carico di 

questa specie vegetale sono legati alle peculiarità del suo aspetto: dalla forma dei baccelli 

triangolari allungati e sottili deriva il nome “drumstick tree”, il sapore delle radici simile al 

rafano le conferiscono l’appellativo “horseradish tree” o “albero del rafano”, le 

deominazioni “ben oil tree” o “benzoil tree” sono legate all’olio che deriva dai semi. Nella 

valle del Nilo è nota come “Shagara al Rauwaq”, che significa “l’albero di purificazione”. 

Un utilizzo ben noto e sfruttato già nell’antico Egitto è infatti quello di purificazione 

dell'acqua tramite l’utilizzo dei semi opportunamente macinati [10]. 

La farina di semi di Moringa è effettivamente un ottimo agente depurante con un 

eccellente potere flocculante dovuto ad un polielettrolita particolarmente efficace. Tale 

proprietà di purificazione è ben nota e sfruttata in contesti dove sistemi di depurazione 

efficaci non sono accessibili [10]. 

 

1.5.2. Descrizione della pianta 

Albero di piccole-medie dimensioni deciduo a crescita 

rapida. Corteccia di sughero, morbida, glabra e radici 

tubulari. Le foglie sono composte, di lunghezza compresa tra 

i 25 e i 45 cm, con foglioline ovali pennate, opposte, impari, 

che hanno una dimensione di circa 0.9-1.8 x 0.5-1.2 cm, la 

pagina inferiore ha una colorazione verde più chiara rispetto 

a quella superiore. 

L'albero di Moringa cresce al meglio ad una temperatura di 25-35 °C, sotto la luce diretta 

del sole, ad un'altitudine di 500 m, ed in terreno leggermente acido o alcalino (pH 5-9). 

Può tollerare tuttavia condizioni ambientali molto diverse come alte temperature fino a 48 

°C, basse temperature invernali, altitudine e una grande varietà di tipologie di terreno [8]. 

Figura 1 Foglie di Moringa 
oleifera 
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L’Infiorescenza si presenta a racemo composto. I 

fiori formano delle pannocchie ascellari, sono 

fragranti, bisessuati, obliqui, pubescenti dalla 

lunghezza di 0,7 – 1 cm. I petali si presentano di 

colore bianco giallastro con una venatura alla 

base dal colore verdastro.   

       Figura 2 Fiori di Moringa Oleifera 

 

L'albero inizia a dare frutti ad un'età tra sei e otto 

mesi, con un set di frutta basso nei due anni iniziali 

ma nei successivi anni la resa aumenta [11]. 

I semi sono globulari, di 1 cm di diametro ca., lo 

strato più esterno dell’episperma è di colore 

marrone e presenta una tripla ala che lo circonda 

completamente. Sotto il tegumento esterno è 

presente una zona parenchimale dove sono riscontrabili numerose cavità tra le pareti 

cellulari che conferiscono un’apparenza reticolare. Segue una regione fibrosa contenente 

cristalli. L’endosperma è costituito da un unico strato che presenta goccioline di olio e 

piccoli granuli aleuronici [9]. 

 

1.5.3. Proprietà nutrizionali ed usi tradizionali  

M. oleifera presenta un vasto range di utilizzi a scopo medicinale ed elevati valori 

nutrizionali. Le differenti parti di questa pianta hanno un profilo minerale interessante, 

sono una buona fonte di proteine, vitamine, amminoacidi e diverse tipologie di fenoli. La 

pianta di Moringa è dotata di una ricca combinazione di composti di interesse come 

zeatina, quercetina, β-sitosterolo, acido caffeilchinico e kampferolo [12]. 

Figura 3 Semi di Moringa oleifera 
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Più in particolare Moringa Oleifera rappresenta una importante fonte accessibile di 

nutrienti essenziali, in questo senso costituisce un valido strumento per combattere la 

malnutrizione [12] considerando anche la sua capacità di sopravvivere in condizioni 

climatiche ostili e terreni aridi. 

Quasi ogni parte dell’albero, comprese radici, foglie, fiori, baccelli verdi e semi è 

utilizzabile a fini alimentari/nutraceutici. Va considerato anche che i baccelli immaturi, i 

fiori e le foglie di questa pianta sono usati per la cucina in diverse parti del mondo. 

Le proprietà terapeutiche e medicinali della pianta sono state oggetto di svariati studi 

scientifici. Tra le proprietà studiate vi sono: attività antitumorali, antipiretiche, 

antiepilettiche, antiinfiammatorie, antiulcera, antispasmodiche, diuretiche, antiipertensive, 

antiossidanti, antidiabetiche, epatoprotettive, antibatteriche, antifungine, 

ipocolesterolemizzanti e di stimolazione cardiaca [11]. 

Da studi condotti in vivo si evince che le foglie di Moringa, i fiori e gli estratti ottenuti dai 

frutti della pianta presentano un elevato grado di sicurezza e sono privi di effetti negativi 

sugli esseri umani [12]. 

Le diverse parti della pianta sono state usate per varie tipologie di rimedi legati alla 

medicina tradizionale. Ma la ricerca recente sta evidenziando i suoi potenziali utilizzi 

anche nella medicina moderna grazie all’interessante profilo fitochimico delle diverse parti 

della pianta [13].  

  

Tabella 1: usi comuni delle varie parti della pianta in pratiche mediche tradizionali [11]: 

Parti della pianta 

utilizzate 
Usi medicinali tradizionali 

Radici 
Effetto carminativo, anti-infiammatorio, tonico-cardiaco, 

lassativo. 
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Foglie 
Utilizzate per emicrania, febbre, bronchite, infezione agli 

occhi e all’orecchio, stabilizzanti della pressione 

Corteccia del gambo 

Anti-tumorale, antiulcera, antitubercolare. 

Il succo della corteccia viene utilizzato per alleviare il mal 

d’orecchi. 

Gomma 

Utilizzata nella cura delle carie dentaria. La gomma, 

miscelata con l’olio di sesamo viene impiegata per trattare 

le emicranie. 

Astringente ed utilizzata contro l’asma. 

Fiori 
Effetto anti-infiammatorio, anti-tumorale, 

ipocolesterolemizzante. 

Semi 
Diminuzione della perossidazione lipidica del fegato, 

effetto anti-ipertensivo. 

 
 

1.5.4. Fitochimica 

Classi di sostanze di interesse salutistico presenti nelle foglie sono i tannini, proteine e 

saponine [14]. Le foglie sono inoltre una sorgente di acidi grassi polinsaturi quali omega-3 

ed omega-6 presenti come acido α- linolenico e acido linoleico. L’acido palmitico 

rappresenta il 16-18% degli acidi grassi totali presenti nelle foglie. Nei tessuti della pianta i 

minerali predominanti sono il potassio, il calcio, e il magnesio, di quest’ultimo sono 

particolarmente ricche le foglie [12]. 

Tali minerali insieme alla presenza sia nelle foglie che nei baccelli di aminoacidi essenziali 

(lisina, triptofano, metionina e cisteina), solitamente non presenti nel mondo vegetale, 
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rendono queste ultime un ideale supplemento alla dieta anche grazie alla presenza di una 

considerevole frazione proteica [15]. 

 

Tabella 2 Componenti bioattivi di Moringa oleifera e loro effetti positivi su malattie 

croniche [16] 

Composti Attività biologiche Patologie 

interessate  

Flavonoidi 

Quercetina  

Attività ipocolesterolemizzante e 

anti diabetica  

Inibizione di colesterolo esterasi e 

α- glucosidasi 

Inibizione dell’attivazione di NF-

kB 

Diabete  

Arteriosclerosi 

 

Patologie 

cardiovascolari e 

diabete 

Acido clorogenico  Attività ipoglicemizzante Attività 

ipocolesterolemizzante 

Diminuzione dell’espressione di 

CD68, SERBP1c  

Azione anti-obesità 

Inibizione di enzimi legati a T2D 

Diabete 

Patologie 

cardiovascolari 

NAFLD 

Obesità 
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Alcaloidi Protezione cardiocircolatoria  Patologie 

cardiovascolari 

Tannini Attività antiinfiammatoria Patologie 

cardiovascolari 

/Cancro  

Isotiocianati  Diminuzione dell’espressione di 

marcatori dell’infiammazione 

Diminuzione 

dell’insulinoresistenza Inibizione 

del Signaling NF-kB  

Patologie 

cardiovascolari  

 

Diabete 

  

Cancro  

Betasitosteroli  Diminuzione dell’assorbimento di 

colesterolo 

Patologie 

cardiovascolari  

 
Abbreviazioni utilizzate: CD68: cluster of differentiation 68; DGAT: diacyl glycerol 

transferase; NF-kB: nuclear factor-kB; SRBP1c: sterol regulatory binding protein 1c; T2D: 

type 2 diabetes; 

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease. 
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1.5.5. ATTIVITÀ ED EFFETTI BIOLOGICI 

 

1.5.5.1. Attività ipolipidemica  

Molti composti bioattivi presenti nelle foglie di Moringa sono in grado di influenzare 

l’omeostasi lipidica. Alcuni composti fenolici appartenenti alla classe dei flavonoidi sono 

in grado di ridurre e ritardare l’assorbimento di colesterolo tramite l’inibizione dell’enzima 

colesterolo esterasi del pancreas. Sono in grado inoltre di legare gli acidi biliari formando 

complessi insolubili e difficilmente riassorbibili aumentando la loro escrezione fecale 

provocando una riduzione delle concentrazioni plasmatiche di colesterolo. L’estratto 

etanolico di Moringa oleifera è in grado di ridurre l’attività dell’enzima 3- idrossimetile 

glutaril CoA reduttasi (HMG-CoA) che detiene un ruolo fondamentale nella biosintesi del 

colesterolo. Composti appartenenti alla classe delle saponine ugualmente presenti nella 

pianta sono anch’essi in grado di legarsi agli acidi biliari ed al colesterolo in modo da 

impedire l’assorbimento di quest’ultimo riducendo la circolazione enteroepatica degli acidi 

biliari aumentando la loro escrezione fecale. L'aumento dell'escrezione degli acidi biliari è 

compensato da una migliore sintesi degli acidi biliari nel fegato, portando all'abbassamento 

del colesterolo plasmatico [14]. 

Un estratto acquoso ottenuto delle foglie della pianta ha evidenziato una rilevante attività 

ipocolesterolemizzante in vivo, ha provocato infatti significativi abbassamenti dei valori di 

colesterolo nel siero di ratti alimentati con una dieta a contenuto lipidico molto elevato. 

Questo effetto può essere attribuito alla presenza di fitocostituenti bioattivi come il β-

sitosterolo [17].  

Nel contesto di un ulteriore studio sperimentale in vivo effettuato su ratti 

ipercolesterolemici, i frutti della Moringa si sono dimostrati efficaci nel ridurre i livelli 

ematici di colesterolo, fosfolipidi, lipoproteine a bassa densità (LDL), lipoporoteina a 

densità molto bassa (VLDL). All'interno del medesimo studio si sono osservate 
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diminuzione del profilo lipidico del fegato ed aumento dell'escrezione fecale di colesterolo 

[18]. 

 

1.5.5.2. Attività antiinfiammatora  

In uno studio è stata evidenziata la capacità dell'estratto di foglie di MO di inibire la 

produzione di citochine da parte dei macrofagi umani, del fattore α-TNF di necrosi 

tumorale e di interleuchina-6 (IL-6) e IL-8, indotti dal fumo di sigaretta e da 

lipopolisaccaride (LPS). È stata inoltre evidenziata la capacità di stimolare le risposte 

immunitarie cellulari e umorali in topi immunodeficienti indotti da ciclofosfamide, 

attraverso aumenti dei globuli bianchi, percentuale di neutrofili e immunoglobuline del 

siero [14].  

Anche il composto quercetina presente in vari tipi di estratti ottenuti dalle foglie della 

pianta, sembra avere un importante ruolo nel ridurre i mediatori dell’infiammazione. È 

stato inoltre dimostrato che la fermentazione delle foglie sembra migliorare le proprietà 

anti-infiammatorie della pianta: confrontando topi alimentati per 10 settimane con acqua 

distillata, MO fermentata e non fermentata, sono stati riportati una diminuzione nei livelli 

di mRNA di citochine infiammatorie e una riduzione dello stress a carico del reticolo 

endoplasmatico in quelli alimentati con prodotto fermentato [14]. 

 

1.5.5.3. Attività epatoprotettiva, antiulcera, antispasmodica  

L'estratto etanolico delle foglie di Moringa ha dimostrato un'attività antispastica, gli autori 

dello studio ipotizzano una attività bloccante dei canali del calcio [19]. 

Il succo ottenuto per spremitura delle foglie di M. oleifera ha un potente effetto antiulcera 

nei ratti contro ulcere gastriche indotte da aspirina [20]. 
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A ciò si aggiunge l’effetto epatoprotettivo dimostrato dall’estratto metanolico delle foglie 

di Moringa probabilmente legato alla presenza di Quercetina e le l’attività epatoprotettiva 

delle foglie in grado di ridimensionare danni epatici indotti farmaci [14].  

Le radici di moringa posseggono attività epatoprotettiva come l'estratto acquoso ed 

alcolico dei fiori [21]. 

 

1.5.5.4. Attività antidiabetica ed ipotensiva  

Molti composti che sono stati caratterizzati nelle foglie di MO possono essere coinvolti 

nell'omeostasi del glucosio. Ad esempio, è stato riportato che gli isotiocianati riducono 

l'insulino-resistenza e, parallelamente, diminuiscono la gluconeogenesi epatica. Acidi 

fenolici e flavonoidi sono in grado di influenzare l'omeostasi del glucosio ed aumentano la 

sensibilità all'insulina nei tessuti periferici [14]. 

- Attività antiipertensiva: 

Faizi et al. hanno effettuato uno studio sulla attività di stabilizzazione della pressione 

sanguigna evidenziata in pratiche mediche tradizionali, è stata considerata lafrazione 

etanolica delle foglie di M. oleifera. Nitrili e tiocarbammati glicosilati sono stati isolati 

dalle foglie di Moringa, che sono responsabili dell'effetto dell'abbassamento della 

pressione [22]. 

Lo studio dell'estratto etanolico dei baccelli di MO ha condotto all'isolamento di 

tiocarbammati e isotiocianati glicosilati i quali sono riconosciuti come principi attivi ad 

azione ipotensiva [23]. Metil p-idrossi benzoato e β-sitosterolo presenti nei semi, hanno 

ugualmente dimostrato una promettente attività ipotensiva.  

 

1.5.5.5. Effetti nelle patologie oculari  

Una delle principali cause di problematiche della vista, che variano da un alterato 

adattamento all’oscurità alla cecità notturna, è una importante carenza di vitamina A. Le 
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foglie ed i bacelli di MO costituiscono una importante fonte di vitamina A, che può 

contribuire a prevenire forme di cecità notturna e varie tipologie di problematiche della 

vista. Inoltre, il consumo di foglie di MO aumenta l’apporto di vitamina A fattore in grado 

di ritardare lo sviluppo della cataratta [14]. 

 

1.5.5.6. Attività antitumorale  

Moringa oleifera è stata studiata per le sue proprietà antitumorali e chemopreventive ed ha 

dimostrato di inibire la crescita di diverse tipologie di cellule tumorali umane. 

Diversi composti bioattivi, tra cui 4-(-L-ramnosilossi) benzil isotiocianato e niazimicina 

[14], quest’ultima proposta come agente antitumorale in uno studio condotto in vivo [24], e 

sitosterolo-3-O-D-glucopiranoside presente in MO, possono essere responsabili del suo 

effetto anti-cancro. 

L'estratto di foglie di MO ha anche dimostrato di essere efficace nel cancro al pancreas e al 

seno [14]. L'estratto idroalcolico dei semi è risultato inoltre efficace contro la 

papillomagenesi della cute nel topo [25]. 

 

1.5.5.7. Attività antimicrobica 

In letteratura sono presenti studi in vitro che dimostrano l’inibizione da parte di estratti 

ottenuti da semi, foglie, corteccia e radici della Moringa Oleifera nei confronti di batteri, 

lieviti, dermatofiti ed elminti. La ricerca ha evidenziato una significativa l’inibizione 

dell’estratto acquoso dei semi e del succo estratto per spremitura dalle foglie nei confronti 

di Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus; successivamente è stata riportata 

una interessante attività antifungina nei confronti di Trichophyton rubrum, T. 

mentagrophytes e l’attività antimicrobica dell’estratto etanolico delle foglie, semi e fiori di 

Moringa oleifera verso diversi microrganismi tra cui il lievito Candida albicans [26]. 
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Negli ultimi anni inoltre i semi della pianta vengono utilizzati in Cina e in Taiwan come 

rimedio per trattare la tinea da dermatofiti con un’efficacia riportata da più parti [27].  

 

1.5.5.8. Attività antiossidante 

I primi studi presenti in letteratura riguardanti l’attività antiossidante di estratti ottenuti da 

MO risalgono al 2003. Inizialmente è stato valutato l’estratto idroalcolico ottenuto dalle 

foglie della pianta [28], successivamente i dati ottenuti sono stati avvalorati da in 

un’indagine effettuata sulle foglie liofilizzate. Ulteriori ricerche svolte hanno dimostrato 

che metanolo ed etanolo sono i solventi migliori da utilizzare nell’estrazione dei composti 

antiossidanti dalle varie parti della pianta [29].  

Una pubblicazione del 2012 redatta da Hseu et al. ha dimostrato il ruolo protettivo 

dell’acido Ellagico, un altro componente antiossidante presente in varie parti della pianta 

Moringa oleifera, nei confronti dello stress ossidativo indotto dalla radiazione UVA e dei 

processi di apoptosi nei cheratinociti umani [30]. 

Questi risultati indicano che la Moringa presenta un fitocomplesso efficace nella sua 

attività ossidante e nel trattamento di danneggiamenti conseguenti a stress ossidativo, 

risulta quindi compatibile con un impiego come attivo antiossidante in formulazione 

cosmetiche e prodotti solari [31]. 

 

1.5.5.9. Altre attività 

L'estratto acquoso delle piante si è dimostrato utile nella regolazione della produzione 

ormonale da parte della tiroide, ulteriori studi sono auspicabili al fine di valutare un 

potenziale utilizzo nel trattamento dell'ipertiroidismo [32].  
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Un recente report evidenzia che l’estratto etanolico ottenuto dalle foglie di M. oleifera 

presenta un’interessante attività contro Herpes Simplex di tipo 1 e risulta efficace nel caso 

di resistenze alla terapia con Acyclovir [33].  
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1.6. PROTEZIONE SOLARE  

1.6.1. Radiazioni UV  

Le radiazioni UV sono la causa principale di eritemi solari, stress ossidativo e conseguente 

foto-invecchiamento, sono inoltre il principale agente eziologico di varie tipologie di 

tumori della pelle [34].  

Le radiazioni UV costituiscono una parte dello spettro della radiazione elettromagnetica e, 

considerando la loro lunghezza d’onda, si collocano tra la luce visibile ed i raggi X.  

Le radiazioni UV si possono suddividere in: 

- UVC (200-290 nm) 

- UVB (290-320 nm) 

- UVA (320-400 nm) 

Le radiazioni che raggiungono la superficie terrestre sono UVB e UVA, mentre gli UVC 

vengono completamente assorbiti dall’atmosfera. La radiazione UV entra in contatto con la 

pelle umana interagendo con numerose classi di composti di fondamentale importanza 

come DNA, RNA, melanina, amminoacidi aromatici come triptofano e tirosina, lipidi ecc 

[35].  

 

L’assorbimento di queste radiazioni da parte di strutture biologiche è in grado di causare 

modificazioni strutturali e produzione di ROS (Reactive Oxygen Species) che possono 

portare a un effettivo danneggiamento del DNA e di strutture proteiche causando foto-

invecchiamento e foto-carcinogenesi [35].  

Le radiazioni UVB sono le maggiori responsabili dell’effetto negativo più noto 

dell’eccessiva irradiazione UV che compare ad alcune ore di distanza dall’esposizione, 

l’eritema solare. L’irradiazione UVB risulta più genotossica rispetto all’irradiazione UVA 

e è in grado di danneggiare gli strati basali di cellule epidermiche mediante danno diretto e 

produzione di radicali liberi. Un’eccessiva esposizione cronica può indurre foto-



27 

carcinogenesi.  

Le radiazioni UVA provocano l’aumento della pigmentazione dell’epidermide ma 

risultano essere le maggiori responsabili del foto-invecchiamento e di un’eccessiva 

degradazione e inibizione della sintesi di collagene [35].  

 

1.6.2. Sun Protection Factor  

Nel 1934, Friedrich Ellinger formulò la definizione di minima dose eritematosa (MED) per 

pelle protetta e non protetta. Propose un coefficiente di protezione che diminuisce 

all’aumentare della protezione stessa. 

Nel 1974 Greiter introdusse il termine Sun Protection Factor (SPF) definendolo come la 

quantità di energia richiesta per produrre una minima dose eritematosa (MED) su pelle 

protetta, in rapporto all’energia richiesta per produrre una minima dose eritematosa su 

pelle non protetta 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
 

MED è definita come il minor intervallo di tempo o la minor dose di radiazione UV 

sufficiente per produrre un eritema minimo percepibile. L’SPF esprime l’efficacia dei filtri 

solari; un elevato SPF indica un’elevata foto protezione [35]. Esso può essere misurato sia 

in vivo che in vitro. 

La raccomandazione della commissione europea 2006/647/CE fornisce una serie di 

indicazioni sulla protezione, le precauzioni d’impiego e le istruzioni per l’uso dei solari e 

tra queste anche i metodi per valutare l’efficacia della formulazione. I due metodi per la 

valutazione dell’efficacia di un prodotto solare descritti all’interno di tale raccomandazione 

sono metodiche in vivo uno dei quali è l’International Sun Protection Factor Test Method 

2006 in grado di misurare l’efficacia del prodotto solare nei confronti dell’irraggiamento 

UVB; il secondo è il metodo PPD in grado di misurare la lunghezza d’onda critica al fine 
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di valutare la protezione minima assicurata contro i raggi UVA [36].  

 

 La metodica in vivo attualmente applicata è lo standard ISO 24444:2010. Il test viene 

effettuato su un minimo di 10 volontari sani, con una cute appartenente a diversi fototipi 

(tipo I, II e III, secondo Fitzpatrick). L’applicazione del prodotto solare viene effettuata 

sulla schiena, applicando un film di 2.00 ± 0.05 mg cm² sull’area selezionata. Vengono 

irradiati 35 cm² della zona interessata con raggi UV in un range di lunghezze d’onda tra i 

290 ed i 400 nm. Sono state sollevate da più parti problematiche riguardanti l’eticità di 

questi test [37].  

 

1.6.3.  Filtri UV  

Il regolamento europeo 1223/2009 definisce i filtri UV come “sostanze destinate 

esclusivamente o prevalentemente a proteggere la pelle da determinate radiazioni UV 

attraverso l’assorbimento, la riflessione o la diffusione delle radiazioni UV” [38].  

Si distinguono due categorie di filtri solari: i filtri fisici ed i filtri chimici. 

I filtri fisici sono molecole inorganiche come il biossido di titanio (TiO2), l’ossido di zinco 

(ZnO), il biossido di silicio (SiO2), le quali sono in grado di riflettere o diffondere la luce 

ultravioletta [39]. Forme nano di biossido di titanio risultano particolarmente efficaci in 

termini di fotoprotezione e di texture conferita al prodotto, tuttavia uno studio condotto da 

Jianhong Wu et al. 2009 [40], ha rilevato tossicità in vivo di nanoparticelle di TiO2 come 

conseguenza di un’esposizione cutanea subcronica sul maiale e sul ratto evidenziando 

potenziali rischi legati all’utilizzo di questa tipologia di filtro UV [40].  

I filtri chimici sono molecole organiche che sono impiegate come filtri solari, sono 

composti aromatici con gruppi carbonilici in grado di assorbire le radiazioni dello spettro 

UV rilasciando radiazioni ad energia inferiore in modo tale da difendere la pelle dai 

potenziali danni causati dall’irradiazione UV. Diversi studi sollevano dubbi sulla sicurezza 
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di alcuni filtri nelle formulazioni di prodotti solari come i cinnamati, ossibenzone, 

avobenzone, octocrilene, acido para amminobenzoico ed i suoi derivati. Tali report 

evidenziano effetti estrogenici, alterazione dell’omeostasi ormonale della tiroide, effetti 

immunosoppressivi, comparsa di reazioni come, fotosensibilizzazione, fotoirritazione, 

dermatiti da contatto e reazioni allergiche. 

 

1.6.4. Legislazioni dei filtri solari  

A livello mondiale esistono legislazioni diverse in materia di prodotti solari che 

consentono l’utilizzo di diversi composti, le più importanti sono le legislazioni UE e USA.  

Per quanto riguarda l’Unione Europea, l’allegato VI del regolamento 1223/2009 elenca i 

filtri UV utilizzabili all’interno di un cosmetico nei paesi comunitari [41] 

Tabella 3: Lista di filtri UV utilizzabili nei prodotti cosmetici presente nel regolamento 

Europeo [41]. 

Nome chimico INCI Concentrazio

ne massima 

utilizzabile 

nel prodotto 

finito 

4-Aminobenzoic acid PABA 5 % 

N,N,N-Trimethyl-4-(2-oxoborn-3-

ylidenemethyl) anilinium methyl sulfate 

Camphor Benzalkonium 

Methosulfate 

6 % 

Benzoic acid, 2-hydroxy-, 3,3,5-

trimethylcyclohexyl ester/Homosalate 

Homosalate 10 % 

2-Hydroxy-4- Benzophenone-3 10 % 
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methoxybenzophenone/Oxybenzone 

2-Phenylbenzimidazole-5-sulfonic acid and its 

potassium, sodium and triethanolamine 

salts/Ensulizole 

Phenylbenzimidazole 

Sulfonic Acid 

8 %(as acid) 

3,3'-(1,4-Phenylenedimethylene) bis(7, 7-

dimethyl-2-oxobicyclo-[2.2.1]hept-1-yl-

methanesulfonic acid) and its salts/Ecamsule 

Terephthalylidene 

Dicamphor Sulfonic Acid 

10 %(as acid) 

1-(4-tert-Butylphenyl)-3-(4-

methoxyphenyl)propane-1,3-

dione/Avobenzone 

Butyl 

Methoxydibenzoylmethane 

5 % 

alpha-(2-Oxoborn-3-ylidene)-toluene-4-

sulphonic acid and its salts 

Benzylidene Camphor 

Sulfonic Acid 

6 % (as acid) 

2-Cyano-3,3-diphenyl acrylic acid, 2-

ethylhexyl ester/Octocrilene 

Octocrylene 10 % (as acid) 

Polymer of N-{(2 and 4)-[(2-oxoborn-3-

ylidene)methyl]benzyl} acrylamide 

Polyacrylamidomethyl 

Benzylidene Camphor 

6 % 

2-Ethylhexyl 4-methoxycinnamate/Octinoxate Ethylhexyl 

Methoxycinnamate 

10 % 

Ethoxylated ethyl-4-aminobenzoate PEG-25 PABA 10 % 

Isopentyl-4-methoxycinnamate/Amiloxate Isoamyl p-

Methoxycinnamate 

10 % 
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2,4,6-Trianilino-(p-carbo-2'-ethylhexyl-1'-

oxy)-1,3,5-triazine 

Ethylhexyl Triazone 5 % 

Phenol,2-(2H-benzotriazol-2-yl)-4-methyl-6-

(2-methyl-3-(1,3,3,3-tetramethyl-1-

(trimethylsilyl)oxy)-disiloxanyl)propyl) 

Drometrizole Trisiloxane 15 % 

Benzoic acid, 4,4-((6-((4-(((1,1-

dimethylethyl)amino)carbonyl)phenyl)amino)-

1,3,5-triazine-2,4-diyl)diimino)bis-, bis (2-

ethylhexyl) ester/Iscotrizinol (USAN) 

Diethylhexyl Butamido 

Triazone 

10 % 

3-(4-Methylbenzylidene)-d1 

camphor/Enzacamene 

4-Methylbenzylidene 

Camphor 

4 % 

3-Benzylidene camphor 3-Benzylidene Camphor 2 % 

2-Ethylhexyl salicylate/Octisalate Ethylhexyl Salicylate 5 % 

2-Ethylhexyl 4-

(dimethylamino)benzoate/Padimate O 

(USAN:BAN) 

Ethylhexyl Dimethyl 

PABA 

8 % 

2-Hydroxy-4-methoxybenzophenone-5-

sulfonic acid and its sodium salt/Sulisobenzone 

Benzophenone-4, 

Benzophenone-5 

5 % (as acid) 

2,2'-Methylene-bis(6-(2H-benzotriazol-2-yl)-4-

(1,1,3,3-tetramethyl-butyl)phenol) / 

Bisoctrizole 

Methylene Bis-

Benzotriazolyl 

Tetramethylbutylphenol 

10 % 
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Sodium salt of 2,2'-bis(1,4-phenylene)-1H-

benzimidazole-4,6-disulfonic acid) / 

Bisdisulizole disodium (USAN) 

Disodium Phenyl 

Dibenzimidazole 

Tetrasulfonate 

10 % (as acid) 

2,2'-(6-(4-Methoxyphenyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diyl)bis(5-((2-ethylhexyl)oxy)phenol) / 

Bemotrizinol 

Bis-Ethylhexyloxyphenol 

Methoxyphenyl Triazine 

10 % 

Dimethicodiethylbenzalmalonate Polysilicone-15 10 % 

Titanium dioxide  Titanium Dioxide 25 % 

Benzoic acid, 2-[4-(diethylamino)-2-

hydroxybenzoyl]-, hexylester 

Diethylamino 

Hydroxybenzoyl Hexyl 

Benzoate 

10 % in 

sunscreen 

products 

 
 

Le molecole presenti all’interno di tale allegato sono 27, mentre la lista dell’FDA (Food 

And Drugs Administration) Americana permette l’utilizzo di 16 filtri UV utilizzabili in 

prodotti solari considerati negli USA come farmaci OTC [42]. 

 

Tabella 4: Lista di filtri UV come indicati nel regolamento di Food and Drug 

Administration (FDA) “Sunscreen Drug Products for Over-The-Counter Human Use 

monograph” (21 CFR 352.10) [42] 

Denominazione comune nel glossario degli 

ingredienti 

Concentrazione massima nel 

prodotto finito 

Aminobenzoic acid (PABA) 15% 

Avobenzone 3% 
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Cinoxate 3% 

Dioxybenzone 3% 

Homosalate 15% 

Methyl Anthranilate 5% 

Octocrylene 10% 

Octyl Methoxycinnamate 7.5% 

Octyl Salicylate 5% 

Oxybenzone 6% 

Padimate O 8% 

Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid 4% 

Sulisobenzone 10% 

Titanium Dioxide 25% 

Trolamine Salicylate 12% 

Zinc Oxide 25% 
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1.6.5. ATTIVITÀ BIOLOGICHE SPENDIBILI NELL’AMBITO DELLA PROTEZIONE 

SOLARE 

1.6.5.1. Attività antiossidante  

L'attività antiossidante rappresenta una delle proprietà spendibili nell’ambito della 

fotoprotezione, e più attivamente ricercate nella valorizzazione di materie prime e 

fitocomplessi naturali utilizzabili per contrastare lo stress ossidativo associato 

all’esposizione solare. L’organismo può venire a contatto con i radicali liberi in maniera 

endogena, ovvero quando vengono generati dalle normali reazioni metaboliche, oppure in 

maniera esogena, attraverso l’inquinamento, il cibo, i farmaci, il metabolismo di vari 

solventi e l’esposizione a radiazioni. Il danno alla pelle generato dalla radiazione UV 

dipende anche dallo sviluppo di specie reattive dell'ossigeno (ROS). I ROS sono 

considerati agenti ossidanti e sono responsabili dello sviluppo e dell’accentuarsi di disturbi 

della pelle come l'invecchiamento cutaneo, la perossidazione lipidica e il cancro [43]. 

Queste specie includono radicali idrossilici, radicali perossilici, anione superossido e i loro 

precursori attivi: ozono, perossido di idrogeno e ossigeno singoletto. Questi composti sono 

in grado di interagire con strutture fondamentali per la cellula come DNA, proteine e acidi 

grassi insaturi alterandone la struttura e inducendo alterazioni morfologiche, risposta 

infiammatoria, lipo-perossidazione delle membrane cellulari, intensificando il foto-

invecchiamento e provocando danno tissutale e cancerogenesi. 

I composti fenolici / polifenolici e i flavonoidi rappresentano la maggior parte dei composti 

antiossidanti di origine naturale e possono essere utilizzati come composti attivi in prodotti 

ad uso topico [43-45].  

I composti antiossidanti di origine vegetale offrono nuove possibilità e strategie per la 

prevenzione e trattamento efficace dei danni provocati dall’esposizione ai raggi UV. Le 

problematiche generate nelle strutture cutanee in seguito all’irraggiamento sono dovute 
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principalmente alla generazione di specie reattive dell'ossigeno in grado di provocare danni 

diretti e di sopprimere le reazioni immunitarie. I benefici degli antiossidanti naturali nei 

prodotti topici sono oggi generalmente accettati alla luce delle conoscenze disponibili [46]. 

Esistono diversi test in vitro efficaci per determinare l'attività antiossidante. Ognuno di essi 

si basa su meccanismi diversi e, quindi, valuta diverse tipologie di protezione dallo stress 

ossidativo. Al fine di ottenere una valutazione sufficiente del potere antiossidante, è quindi 

necessario eseguire diversi tipi di test in vitro per valutare i composti studiati nella loro 

attività su diversi tipi di specie ossidanti. 

Di seguito sono elencati alcuni esempi di test che possono essere eseguiti per definire lo 

spettro di azione antiossidante di un composto o fitocomplesso vegetale. I test includono: 

• 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay  

• Luminol photochemiluminescence (PCL) assay  

• 2,2
’
-Azino-bis-3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic (ABTS) acid assay  

• Oxygen radical absorption capacity (ORAC)  

L’approccio formulativo riguardo i prodotti solari e le nuove strategie per la fotoprotezione 

si sono evolute negli ultimi anni concentrandosi sia sull’applicazione topica che sulla 

somministrazione sistemica di estratti o composti di origine naturale ad azione 

antiossidante [35].  
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1.6.5.2. Attività antitumorale e antimutagenica  

Le radiazioni UV sono in grado di danneggiare il DNA e quindi di prendere parte a 

processi di carcinogenesi attraverso molteplici meccanismi come l'immunosoppressione, lo 

stress ossidativo, il danno diretto al DNA, la risposta infiammatoria e le mutazioni a carico 

del tumor suppressor gene p53. Sono state sviluppate diverse metodiche volte a produrre 

una valutazione predittiva dell'attività antimutagenica o antitumorale in vitro risulta arduo 

stilare un elenco dei test in vitro più efficaci [47].  

1.6.5.3. Attività antiinfiammatoria  

Le radiazioni UV sono in grado di indurre risposta infiammatoria nei tessuti esposti 

all’irraggiamento. L'espressione della cicloossigenasi-2 (COX-2) indotta da un sufficiente 

irraggiamento UV porta ad un aumento della produzione di metaboliti delle prostaglandine 

(PG). L'espressione della COX-2 nella pelle è stata collegata a fenomeni infiammatori e 

alla fisiopatologia di varie tipologie di cancro. È anche noto che l'esposizione alle 

radiazioni UV aumenta l'espressione di citochine pro-infiammatorie come il fattore di 

necrosi tumorale, l'interleuchina (IL) -1 e l'interleuchina IL-6. Le proprietà 

antinfiammatorie a carico di varie sostanze di origine naturale e medicinali con una matrice 

vegetale, possono essere valutate mediante diversi metodi in vitro [48,49]. 
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1.6.5.4. Effetto booster  

L’effetto booster, inteso come attività sinergica tra componenti di una formulazione solare 

che si traduce in una maggiore attività dei filtri UV e attivi in combinazione rispetto agli 

stessi considerati singolarmente, rappresenta un argomento ancora eterogeneo e complesso 

poiché di recente introduzione e ancora parzialmente esplorato. Esistono già in commercio 

composti che possono aumentare l'SPF dei filtri UV [37], ma i meccanismi responsabili 

dell’effetto booster sono eterogenei e spesso imprevedibili; alcuni sono collegati alla 

natura dei filtri UV che il formulatore vuole migliorare. Risulta arduo definire in modo 

univoco le caratteristiche generali di un ingrediente con effetto booster, ma è possibile 

descrivere i meccanismi principali coinvolti:  

- una miglior dissoluzione dei filtri organici all’interno di un solvente/solubilizzante o una 

migliore dispersione dei filtri inorganici; 

- utilizzo di polimeri o sostanze emollienti in una formulazione con filtri inorganici per 

migliorarne la loro dispersione e modificarne la reologia; 

- alcuni polimeri che contribuisco a formare film migliorano la foto stabilità dei filtri 

solari. Due esempi di questi polimeri sono polimetilmetacrilato e il copolimero vinil-

acetato butil-maleato isobornil-acrilato [50]. 

La principale motivazione della crescente importanza dell'effetto booster è la oramai 

consolidata tendenza incentivata da aspetti legati al marketing di immettere sul mercato 

prodotti per la protezione solare con valori di SPF sempre più elevati; come conseguenza, 

il formulatore deve sfruttare tutti i possibili stratagemmi per economizzare il più possibile 

l’utilizzo di filtri UV nel prodotto finito al fine di evitare problematiche legate alla texture 

del prodotto. Anche gli ingredienti che migliorano la distribuzione del filtro UV e 

aumentano la stendibilità sono da considerarsi di grande interesse [51].  
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1.7. FITOCOMPLESSI VEGETALI NELLA PROTEZIONE SOLARE 

Negli ultimi anni molte specie vegetali sono state studiate per i loro potenziali utilizzi 

nell’ambito della protezione dalle radiazioni solari, tuttavia ad oggi solo una minima parte 

delle materie prime di origine vegetale potenzialmente rilevanti in questo ambito è stata 

testata adeguatamente. Come indicato precedentemente questo dipende sia dalla mancanza 

di studi su un gran numero di specie di interesse sia dalla effettiva mancanza di un metodo 

di valutazione in viro dell’SPF standard ufficiale ed univoco in grado di accelerare la 

procedura di screening. Per queste ragioni e considerando i molteplici e variegati approcci 

operativi condotti da diversi gruppi di ricerca del settore, la produzione di una efficace 

visione complessiva delle conoscenze esistenti risulta complessa. Allo scopo di avere 

coscienza dello stato dell’arte della materia è stata condotta un’estensiva e dettagliata 

ricerca bibliografica relativamente alle metodiche attualmente utilizzate per la 

determinazione dell’SPF in vitro e alle specie vegetali già studiate nelle attività biologiche 

spendibili nell’ambito della protezione solare. 

Nel primo lavoro condotto durante il periodo di dottorato [35] sono state identificate 54 

piante, 5 licheni e 14 composti puri di derivazione naturale che sono stati studiati 

nell’ambito della protezione solare. È notevole il numero di estratti di piante che hanno 

mostrato un'interessante attività in studi preliminari in vitro sull’attività filtrante UV e 

parallelamente proprietà antiossidanti e / o effetti fotoprotettivi sinergici. 

Va sottolineato che molte specie di licheni sono stati citati in svariali studi [52-56] come 

fonti naturali di composti fotoprotettivi e fitocomplessi. 

Alcuni esempi di composti bioattivi ottenuti dai licheni sono l'acido epiforelico I e II, 

l'acido salazinico, l'acido usnico, l'acido secalonico e la calicina. Negli studi sui licheni 

presenti in letteratura le principali proprietà utilizzabili nella protezione solare evidenziate 

sono attività antiossidante e la capacità di assorbimento UV ad ampio spettro. Per quanto 

riguarda i composti puri, la quercetina e il resveratrolo sono stati ampiamente studiati per 
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le loro proprietà antiossidanti, antiproliferative e antinfiammatorie, tra cui anche l'attività 

di potenziamento di alcuni filtri UV. 

Come precedentemente descritto negli ultimi anni la letteratura scientifica si è arricchita di 

una grande quantità di studi relativi a attività biologiche di estratti naturali spendibili 

nell’ambito della fotoprotezione. Nella seguente tabella vengono elencate le specie vegetali 

di interesse e le proprietà a loro associate. 

 

Tabella 5: Specie vegetali in possesso di attività biologiche spendibili nell’ambito della 

protezione solare. La fonte di questo materiale è una delle pubblicazioni prodotte durante il 

periodo di dottorato: Radice M, Manfredini S, Ziosi P, Dissette V, Buso P, Fallacara A, 

Vertuani S. Herbal extracts, lichens and biomolecules as natural photo-protection 

alternatives to synthetic UV filters. A systematic review. Fitoterapia. 2016 Oct; 

114:144-162 [35]. 

Plant Name Plant extract  Type of 

compound(s)  

Major constituent(s) Plant 

part(s) 

used 

Main effect(s) 

Antarctic plants 

(Deschampsia 

antarctica, 

Colobanthus 

quitensis, 

Polytrichum 

juniperinum) 

Methanolic 

extract 

Flavonoids, 

flavones, and 

flavonols 

n.r. Aerial 

parts 

UV absorber, Sun 

protective activity, 

stimulate DNA-repair 

processes. 

Buddleja cordata  Methanolic 

extract  

Phenolic 

compounds 

Verbascoside, linarin.  Leaves Protect against UVB-

induced skin damage, 

UV absorber, antioxidant 

Calendula 

officinalis 

Hydroalcoholic 

extract 

Polyphenol, 

flavonoid 

Rutin, narcissin  Flower Prevent UV irradiation-

induced oxidative stress 
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Calluna vulgaris Hydroethanolic 

extract 

Flavonoids n.r. Entire 

plant 

Prevention/reduction of 

UV-induced skin 

damage and skin 

diseases  

Camelia sinensis n.r. Polyphenols 

(epicatechins and 

epicatechins 

derivatives) 

EC - (-)-epicatechin, 

ECG - (-)-epicatechin-

3-gallate, EGC - (-)-

epigallocathetin, 

EGCG - (-)-

epigallocatechin-3-

gallate 

n.r. Anticarinogenic, 

antinflammatory, 

photostabilizing capacity 

Capparis spinosa  

 

Lyophilized 

extract  

Phenolic 

compounds 

Kaempferol quercetin 

derivatives caffeic, 

ferulic, p-cumaric, and 

cinnamic acids  

Flower 

buds 

Antioxidant, reduces 

UVB-induced skin 

erythema  

Castanea sativa Lyophilized 

extract 

n.r. n.r. Leaf  Antioxidant  

Citrus sinensis 

varieties: Moro, 

Tarocco, 

Sanguinello  

n.r. Cyanidin 3-

glycosides 

n.r. Fruits Protection against UV 

skin damage, protective 

effect on DNA cleavage, 

Antioxidant 

Codium fragile Methanolic 

extract 

n.r. Clerosterol n.r. Protection against UVB-

induced pro-

inflammatory and 

oxidative stress 
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Coffea genus (10 

species)  

Lipid fraction Fatty acids Linoleic acid, palmitic 

acid 

Green 

dry 

coffee 

beans 

UV absorber, emollient  

Commiphora mukul Essential oil n.r. n.r. Resin UV absorber 

Crataegus 

pentagyna  

Methanolic 

ultrasonic 

extract 

Phenolic 

compounds, 

Flavonoids 

n.r. Fruits UV absorber 

Culcitium reflexum 

 

Ethanolic 

extract  

Phenolic 

compounds, 

flavonols  

Rutin, kaemp- ferol, 

quercetin and its 

glycosylated derivates, 

cinnamic acid 

derivates.  

Leaf Antioxidant, reduces 

UVB-induced skin 

erythema, free radical 

scavenging effect. 

Cyclopia 

intermedia 

Ethanol, 

acetone extract 

Polyphenol  Hesperidin, 

mangiferin 

n.r. Prevention/reduction of 

UV-induced skin 

damage and skin 

diseases  

Disporum sessile 

D. Don 

Methanol 

extract 

n.r. n.r. n.r. Prevention of UVB-

mediated cutaneous 

alterations and 

photoaging 

Dracocephalum 

moldavica  

Ethyl acetate 

extract  

Phenolic 

compounds 

flavonoids, flavon 

aglycone, tannins 

Rosmarinic acid, 

caffeic acid, apigenin, 

luteolin 

n.r. Sun protective activity, 

SFP >20.  
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Eucheuma Cottonii Aqueous and 

methanol 

extract 

К-carrageenan, 

flavonoids, 

phlorotannins 

n.r. n.r. Antioxidant activity and 

protective effects against 

UV-induced ROS 

degeneration in 

keratinocytes 

Fragaria x 

ananassa  

n.r. Anthocyanins and 

hydrolizable 

tannins.  

Pelargonidin  Fruits Antioxidant, reduces 

UVB-induced skin 

erythema, anti-

inflammatory, 

diminishing DNA 

damage on UVA-

induced skin damage  

Feijoa sellowiana  Methanolic 

extract 

Phenolic 

compounds, 

Flavonids 

n.r. Fruits UV absorber 

Galinsoga 

parviflora 

Galinsoga 

quadriradiata 

Water and 

ethanolic 

extracts 

Flavonoids  Caffeic acid, caffeoyl 

glucarates and 

caffeoyl quinic acids 

n.r. Antioxidant, UV-

protecting activity 

Ginkgo biloba 

 

n.r. n.r. Flavone glycosides, 

quercetin, kaempferol 

derivates, terpenes 

Green 

leaves 

Antioxydant, 

decrease the number of 

UV-induced sunburns in 

mice skin 

Glycine max Soybean cake Soy isoflavone Genistein  Seed Antioxidant reduce skin 

photo damage and 

transepidermal water 

loss (TEWL)  

Garcinia 

brasiliensis  

Ethanolic 

extract  

Polyphenolic 

compouns, 

polyisoprenylated 

7-Epiclusianone, 

guttiferone-A 

Fruits Reduces UVB-induced 

skin damages 
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benzophenone 

Krameria triandra n.r. Phenolic 

compounds, 

neolignans, 

oligomeric 

proanthocyanidinis 

n.r. Root Reduces UVB-induced 

skin erythema, free 

radical scavenging effect 

Larrea tridentate  n.r. Polyphenolic 

compounds 

Nordhydroguaiaretic 

acid  

n.r. Photoprotective activity  

Leontopodium 

alpinum 

n.r. Lutein derivatives Luteolin, glycosylated 

luteolin, 

hydroxyethylated 

luteolin, 3’,4’,5,7-

tetralipoyloxyflavones, 

5-hydroxy-3’,4’,7-

trilipoyloxyflavones  

n.r. UV absorber 

Moringa oleifera 

 

 

 

 

 

Oil  Fatty acids n.r. Seeds UV absorber 

Moringa 

concanensis, 

Nimmo  

Oil  Fatty acids n.r. Seeds UV absorber,  

Sun protective activity 
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Neoglaziovia 

variegata 

Various 

extracts 

Flavonoids, 

phenolic 

compounds 

Isoquercetin, 

kaempferol-3-O-

rhamnoside, caffeic, 

protocatechuic, p-

coumaric and vanillic 

acids 

Leaves 

and 

flowers 

Photoprotective activity 

Nigella sativa L  Hexane extract n.r. Linoleic acid, oleic 

acid, palmitic acid 

Seeds  Potential UV absorber 

Ocimum basilicum  Essential oil n.r. Linalool, methyl 

cinnamate, methyl 

linalool, methyl 

eugenol, citral, methyl 

chavicol, thymol, ρ‐

cymene, α‐pinene  

Leaf UV absorber 

Oryza sativa Water-soluble 

enzymatic 

extract  

GAMMA-

oryzanol, inositol, 

fatty acids (35% 

PUFAs), 

sulphured amino 

acids; (cysteine 

more methyonine 

6%), and of 

arginine 12.7% 

Gamma- oryzanol, 

tocopherols  

Rice 

bran 

Antioxydant, UVA 

absorber 
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Passiflora 

incarnata  

Dry extract 

(Grupo Centro 

Flora, Brazil) 

Flavonoids Rutin n.r. Improved the protective 

defense against UVA  

Peumus boldus  n.r. n.r. Boldine n.r. UV absorber 

Pinus densiflora Various extract n.r. Trans-communic acid 

and dehydroabietic 

acid 

Pine 

needles 

Suppress UVB-induced 

MMP-1 

expression 

Pinus pinaster Picnogenol Phenolic 

compounds, 

polyphenols, 

procyanidin 

derivates 

Catechin, epicatechin, 

taxifolin, caffeic, 

ferulic, p-

hydroxybenzoic, 

vanillic, gallic, 

protocatechuic acid 

Bark Reduces UVB-induced 

skin erythema, free 

radical scavenging effect 

Pimenta 

pseudocaryophyllus  

Ethanolic 

extract  

Flavonoids and 

polyphenolic 

compounds  

n.r. Leaves  Inhibiting UV-B 

irradiation-induced 

inflammation and 

oxidative stress of the 

skin. Antioxidant, 

decrease oxidative 

damages of the skin.  

Polygonum 

multiflorum thumb  

n.r. n.r. n.r. Root  Improve superoxide 

dismutase 1 

immunoreactivity, 

protected against UVB-

induced stress, inhibits 

oxidative stress induced 
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by UVB irradiation  

Polypodium 

leucotomos  

Hydrophilic 

extract  

n.r. n.r. n.r. Reduces UVB-induced 

skin erythema 

Pongamia glabra n.r. n.r. Pongamol, karanjin Seeds Potential UV absorber 

Pothomorphe 

umbellata  

n.r. n.r. n.r. Roots Sun protective activity, 

SFP >20.  

Prunella vulgaris  n.r. n.r. n.r. n.r Protection against UV-

induced skin erythema  

Prunus persica n.r. Kaempferol 

glycoside 

derivates 

Multiflorin B, trifolin, 

afzelin, astragalin 

Flower Inhibits UVB/UVC 

induced damage, 

antioxidant, inhibit dose 

dependently UVB-

induced erythema 

Punica granatum  n.r., methanol 

extract 

Anthocyanidins, 

hydrolizable 

tannins  

Delphinidin, cyanidin, 

and pelargonidin  

Fruits, 

peel 

Decrease in the number 

of UVB-induced dimers 

in human skin, 

Sinergic photoprotective 

activity in nanostrustured 

lipid carrier 
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Sanguisorba 

officinalis 

n.r. Tannins n.r. Root Inhibits UVB induced 

damage (wrinkle) 

Schinus  

terebinthifolius 

Lyophilized 

crude extract 

Phenolic 

compounds 

gallic acid, ethyl 

gallate  

Leaves  Antioxidant, UV 

absorber 

Silybum marianum n.r. Flavonolignans Silymarin, silibin, 

silidianin, silychristin, 

isosilybin 

Seeds Inhibits UVB-induced 

damage, antioxidant 

Sedum telephium n.r. Polysaccharides, 

flavonol 

glycosides 

Gallic acid, quercetin, 

kaempferol 

Leaf Reduces UVB-induced 

skin erythema 

Trifolium pratense  n.r. Isoflavonoid 

compounds  

Genistein equol, 

isoequol dehydroequol  

n.r. Protection from UV 

induced inflammation 

and immune suppression, 

reduce the inflammatory 

edema reaction  

Taraxacum 

officinale 

water-soluble 

extract 

n.r. n.r. leaf 

and 

flower  

Potential UV absorber, 

inhibits UVB-induced 

dam-age, antioxi-dant 

Vaccinium 

myrtillus L.  

n.r.,  

water-soluble 

extract 

Polyphenols, 

anthocyanins 

n.r. Fruits Reduction of UV A 

stimulated ROS 

formation, attenuation of 

UVA caused 

peroxidation of 

membrane lipids and 

depletion of intracellular 

GSH  
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Vaccinium 

uliginosum L.  

n.r. Anthocyanins Cyanidin-3-glucoside, 

petunidin-3-glucoside, 

malvidin- 3-glucoside, 

and delphinidin-3-

glucoside 

Fruits Protected against UVB-

induced skin photoaging 

Viola tricolor L  Ethyl acetate 

extract. 

flavonoids  violanthin, rutin, 

violaquercitrin and 

salicylates 

n.r. Sun protective activity, 

SFP >20. 

Vitis vinifera n.r. Polyphenols flavan-3-ol derivates, 

catechin, epicatechin, 

oligomeric 

proanthocyanidins 

Seed Free radical scavenging 

effect, 

prevent UVB and UVC 

induced lipid 

peroxidation, reducing 

the oxidative stress and 

apoptosis 

 

Tabella 6: Lista di licheni con attività spendibili nell’ambito della protezione solare 

Fonte: Radice M, Manfredini S, Ziosi P, Dissette V, Buso P, Fallacara A, Vertuani S. 

Herbal extracts, lichens and biomolecules as natural photo-protection alternatives to 

synthetic UV filters. A systematic review. Fitoterapia. 2016 Oct; 114:144-162 [35]. 

Lichens Name Major constituent(s) Main effect(s) 

Erioderma leylandii, 

Xanthoparmelia farinosa, 

Coelopogon epiphorellus, 

Pseudoyphellaria bereberina 

Epiphorelic acid I and II 1-

chloropannarine, usnic acid, calicin  

UV absorber, antioxidant 
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(Diploicia canescens, Lichina 

pygmea, Ochrolechia parella, 

Tephromela atra, Diploschistes 

scruposus, Flavoparmelia 

caperata (L.) Hale and 

Pertusaria pseudocorallina (Lilj.) 

Arnold, Teloschistes 

chrysophtalmus (L.) Th. Fr. and 

Usnea rubicunda, Umbillicaria 

deusta (L.) Baumg, Umbillicaria 

cylindrica (L.) Delise, Cetraria 

islandica (L.) Ach. 

Diploicin, dechlorodiploicin, 4-O-

methyldipoicin, 4-O-

methyldechlorodiploicin, scencidin, 

secalonic acid B y D, buellin  

UVA absorber 

C. islandica U. hirta , L. 

pustulata  

Salizinic acid, gyrophoric acid  PF-UVA boosters candidates, UVB 

absorber, antioxidan 

Erioderma leylandii, 

Xanthoparmelia farinose, 

Pseudocyphellaria bereberina, 

Coelopogon epiphorellus, 

Teloschistes flavicans. 

Calycine, 

 1’-chloropannarine, usnic acid, 

epiphorelic acid I and II, vicanicine 

Sun protective activity 

Usnea rocellina Motyka 3-methoxycarbonyl-2-hydroxy-6-

methoxy-4-methylbenzoic acid , (+)-

(9b-R)-usnic acid and 

decarboxythamnolic acid 

Antioxidant and broad spectrum absorbing 

properties 

 

Tabella 7: Lista di composti puri di derivazione naturale con attività spendibili nell’ambito 

della protezione solare. Fonte: Radice M, Manfredini S, Ziosi P, Dissette V, Buso P, 

Fallacara A, Vertuani S. Herbal extracts, lichens and biomolecules as natural photo-

protection alternatives to synthetic UV filters. A systematic review. Fitoterapia. 2016 

Oct; 114:144-162 [35]. 
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Molecule(s) Prevalent Mechanism(s) 

Apigenin Prevention of UV-induced skin tumourgenesis 

Astaxanthin  Antioxidant, prevent from photoinduced damage  

Bioflavonoids from rosemary and citrus Oral photoprotection, antioxidant  

Caffeic acid Antioxydant, UV absorber 

Carnosic acid  Antioxydant, Chemoprotective effects against carcinogens  

Carotenoids:  

β-carotene and  

lycopene 

Antioxidant, free radical scavenger 

Enzymes: 

Photolyase enzyme  

and endonuclease 

Photoreactivation, UV-damage compensation 

Ferulic acid Antioxydant, UV absorber 

Genistein Antioxidant, proapoptotic agent 

Hesperetin and Naringenin Topical photo-protective agents in presence of penetration enhancers 

Quercetin  

and Quercitrin 

Antioxydant, chelating agent 

Topical carrier formulation enhance bioactivity 

UVA and UVB filters enhancer 

Resveratrol Antioxidant, anti–inflammatory and antiproliferative activity, synergic 

photo stabilizer and safety enhancer 

Myricetin  Antioxidant 

Retinoids Antioxidant, UV absorber 
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1.8. SUN PROTECTION FACTOR IN VITRO: UN FOCUS SULLO SCREENING DI 

ATTIVI VEGETALI  

Attualmente esistono svariate metodiche in vitro per la determinazione dell'SPF. Questi 

test vengono attualmente utilizzati per effettuare una stima dell’attività di composti 

innovativi in una fase preliminare di ricerca e sviluppo. Il primo metodo proposto è quello 

di Diffey (1989); è ancora il riferimento più accreditato [37]. La caratteristica 

fondamentale di tutti i metodi in vitro è che si basano sulla misurazione spettrofotometrica 

dell'assorbanza relativa a un sottile film di prodotto applicato su substrati trasparenti alla 

radiazione UV. I substrati devono avvicinarsi il più possibile alle caratteristiche fisiche 

della pelle. La quantità di prodotto applicata varia da 0,7 a 2,0 mg/cm2. Esistono diversi 

tipi di substrati adatti come ad esempio nastro chirurgico perforato come TransporeTM o 

piastre in polimetilmetacrilato (PMMA) standardizzate [37]: 

• Nastro TransporeTM: è un nastro chirurgico (fornito da 3M Health Care Company, Maine, 

USA). È usato nel precedentemente citato metodo di Diffey-Robson. Questo nastro ha una 

struttura perforata e consente la distribuzione del campione di prodotto solare in modo 

similare all’applicazione sulla superficie irregolare della pelle. 

• Lastre di PMMA Sand-blasted: questo supporto è facile da usare e può essere fornito con 

una rugosità riproducibile. (produttore Schonberg GmbH, Monaco, Germania). Le piastre 

hanno una superficie di 2 cm2 e una rugosità standard di 5 μm. Le caratteristiche di questo 

substrato soddisfano le raccomandazioni della ISO 24443 per la valutazione della 

protezione UVA in vitro. 

L’esperienza nella ricerca di composti utili nel campo della protezione solare e un'accurata 

ricerca bibliografica indicano che è possibile evidenziare diversi fattori e variabili che sono 

in grado di influenzare l'accuratezza e la ripetibilità dei test SPF in vitro. I più importanti 

sono: 
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• Diverse composizioni di filtri 

• La formulazione dei filtri solari 

• Lo spessore e l'omogeneità della protezione solare applicata 

• Il tipo di spettrofotometro 

• Substrati utilizzati e relativa rugosità 

La preoccupazione principale, riguardo ai test in vitro, è la mancanza di dati a supporto 

della correlazione con risultati in vivo [37]. 

Allo stato attuale, il metodo in vivo è ancora lo standard ufficiale per la protezione UVB 

(ISO 2444: 2010) [37] e gli sviluppatori di prodotti dovrebbero eseguire il test in vivo sul 

prodotto finale sfruttando le metodiche in vitro solo durante tutte le fasi dello sviluppo 

limitando cosi problematiche di carattere etico e costi. 

Le metodiche in vitro che si sono dimostrate più affidabili sono: 

Metodo A 

Questo si basa sul metodo di Diffey-Robson [37]. Il supporto utilizzato è un nastro 

perforato chirurgico TransporeTM, tagliato per avere una superficie di 20 cm2, una quantità 

di 0,0400 ± 0,002 g (2 mg cm-2) del prodotto viene pesata e posata in piccoli punti in tutta 

l'area. Il nastro viene quindi posizionato su un supporto e la diffusione viene eseguita a 

mano utilizzando guanti, eseguendo uno schema di sei movimenti del dito sulla superficie 

in direzione orizzontale, verticale e circolare e applicando una pressione costante in tutti i 

movimenti. Per quanto riguarda la pressione di diffusione, una procedura interna deve 

essere sviluppata dal laboratorio al fine di produrre dati ripetibili. Per ogni campione 

devono essere preparati almeno tre nastri, registrando cinque misurazioni 

spettrofotometriche ciascuno, raccogliendo quindi 15 spettri [37]. 
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Metodo B 

Questo metodo è stato recentemente proposto [37], adattando la metodica descritta nello 

standard ISO 24443: 2012 per la determinazione della protezione UVA in vitro. Il supporto 

utilizzato è una lastra di PMMA (polimetilmetacrilato) con una superficie di 25 cm2 e una 

rugosità standard di 5 μm, su cui viene pesata e posata una quantità di 0,0320 ± 0,0005 g 

(1,3 mg cm-2) del prodotto piccoli punti in tutta l'area. La piastra viene quindi posizionata 

su un supporto in cui viene eseguita la fase di diffusione eseguendo mediante pressione di 

un dito una sequenza di sei movimenti in direzione orizzontale, verticale e circolare e 

controllando la pressione applicata durante la diffusione. Prima della misurazione, il 

campione deve essere posto per un minimo di 15 minuti in un luogo buio, consentendo 

l'evaporazione di componenti volatili. Devono essere preparate tre piastre per ogni 

prodotto, registrando cinque misure ciascuna, raccogliendo quindi 15 spettri [37]. 

  

In entrambi i metodi, gli spettri sono registrati con uno spettrofotometro appropriato, 

lunghezza d'onda compresa nel range 290 nm e 400 nm, con passo di incremento impostato 

a 1 nm. I test effettuati per la valutazione di nuovi attivi di origine naturale vengono di 

solito eseguiti includendoli, a concentrazione nota, in una formulazione stabile adatta 

all'uso cosmetico. I dati SPF ottenuti vengono quindi confrontati con quelli della stessa 

formulazione senza i composti studiati. 

SPF in vitro è definito come segue: 

𝐼𝐼𝑀𝑀𝐼𝐼𝐼𝐼𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
∫ 𝑀𝑀(𝜆𝜆)𝐼𝐼(𝜆𝜆)𝑑𝑑(𝜆𝜆)𝜆𝜆=400𝑛𝑛𝑛𝑛
𝜆𝜆=290𝑛𝑛𝑛𝑛

∫ 𝑀𝑀(𝜆𝜆)𝐼𝐼(𝜆𝜆)10−𝐴𝐴(𝜆𝜆)𝑑𝑑(𝜆𝜆)𝜆𝜆=400𝑛𝑛𝑛𝑛
𝜆𝜆=290𝑛𝑛𝑛𝑛
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E(λ), erythema action spectrum (CIE-1987) at the wavelength λ. I(λ), spectral irradiance 

received from the UV source at the wavelength λ. A(λ), the monochromatic absorbance of 

the test product layer at the wavelength λ. d(λ), wavelength step (1 nm).  

Entrambi i metodi devono essere condotti in condizioni operative altamente standardizzate 

per quanto riguarda l'operatore, le condizioni ambientali, i substrati utilizzati e gli 

strumenti. Abbiamo lavorato con pressioni di diffusione di 100 ± 15 g e 200 ± 15 g, e 

confrontando diverse pressioni di applicazione sullo stesso substrato, nessuna differenza 

statisticamente significativa sussiste in termini di ripetibilità. 

I due parametri fondamentali nel processo di misurazione SPF in vitro sono la correlazione 

e la riproducibilità in vivo. Nella nostra esperienza, il metodo B con una pressione di 

spargimento di 200 ± 15 g è il metodo più affidabile per quanto riguarda la riproducibilità 

e l'accuratezza. Tuttavia, il Metodo A può ancora essere considerato un metodo in vitro 

utile durante la prima fase della ricerca, specialmente nei laboratori con risorse finanziarie 

limitate e attrezzature limitate. In questo caso, la correlazione non è influenzata dalla scelta 

della pressione dell'operatore (100 ± 15 o 200 ± 15 g). 

Nella fase di ricerca e sviluppo dovrebbe essere considerato anche il problema della 

fotostabilità dei filtri UV. È necessario verificare che un nuovo composto o estratto 

vegetale non presenti problemi di fotostabilità. Questa valutazione può essere eseguita 

utilizzando simulatori di radiazione solare; questa procedura è indicata anche nella norma 

ISO 24443: 2012. 

È possibile affermare che per un singolo laboratorio l’obiettivo di ottimizzare metodi e 

protocolli interni al fine di ottenere risultati in vitro ripetibili e predittivi è perseguibile. 

Tuttavia è estremamente complesso sviluppare metodi riproducibili e ugualmente affidabili 

in diversi laboratori a causa di variabili esterne (ad es. ambientale, operatore, ecc.) 
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2. RISULTATI 

2.1. VALUTAZIONE DELL’ATTIVITÀ ANTIOSSIDANTE  

Come precedentemente descritto sono a disposizione svariati metodi per misurare la 

capacità antiossidante di estratti naturali, i cui fitocomplessi possono presentare un’attività 

più o meno specifica nei confronti delle diverse specie radicaliche utilizzate nelle varie 

procedure. 

Si è scelto di valutare la capacità antiossidante degli estratti e degli infusi mediante test 

DPPH, FRAP, PCL ed ORAC al fine di ottenere una valutazione in vitro dell’attività 

antiossidante che sia il più possibile predittivo dell’effettiva attività in vivo. 

 

2.1.1. TEST DPPH 

Questo test è basato sulla misura dell’attività riducente di composti antiossidanti nei 

confronti del radicale DPPH (2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl), uno dei radicali dell’azoto 

più stabili. Una volta preparata la soluzione del radicale, che presenta un colore rosso 

porpora, la presenza di un agente antiossidante provoca un viraggio del colore della 

soluzione. Quando il radicale si esaurisce completamente, la soluzione risulta avere un 

colore giallo. 

 

 

Figura 4: Viraggio del colore della soluzione di DPPH da un rosso porpora ad un colore 

giallo per via dell’effetto antiossidante del campione testato 
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La capacità di una molecola di agire come antiossidante viene determinata quantificando la 

diminuzione dell’assorbanza della soluzione di DPPH, grazie all’impiego di uno 

spettrofotometro settato a una lunghezza d’onda di 517 nm, dopo aver reagito con il 

campione oggetto d’analisi. 

La percentuale di radicale DPPH∙ rimanente viene così calcolato: 

%DPPH∙rim= 100 X [DPPH∙]rim/ [DPPH∙]T= 0 

La percentuale di DPPH rimanente (DPPH∙rim) è proporzionale alla concentrazione del 

composto antiossidante in esame e la concentrazione di tale derivato che causa una 

diminuzione del DPPH∙ iniziale del 50% viene definita IC50 (IC= inhibition concentration). 

I risultati possono essere espressi come IC50, ovvero la concentrazione del composto che 

causa una riduzione del DPPH˙ iniziale pari al 50%, oppure in μmol Trolox® equivalenti su 

grammo di sostanza analizzata (utilizzando il Trolox® come standard). Le misurazioni di 

assorbanza dei campioni esaminati sono state eseguite con uno spettrofotometro UV-VIS. 

Inizialmente è stato fatto uno screening della capacità antiossidante dei campioni espressa 

come μmol Trolox® equivalenti su grammo. I risultati hanno dimostrato una buona 

capacità antiossidante per cui si è deciso di indagare tale attività anche in termini di IC50. 
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2.1.1.1. RISULTATI TEST DPPH CAMPIONI SENEGAL 

Tabella 8: Attività antiossidante di tre estratti ottenuti dalle foglie di Moringa oleifera 

provenienti dal Senegal. Ogni valore è stato ottenuto da tre esperimenti (mean ± SE).  

 DPPH (IC50) 

µg/ml 

ESTRATTO IDROALCOLICO 232.6 ± 7.61 

ESTRATTO METANOLICO 305.8 ± 12.15 

INFUSO 232.8 ± 0.60 

 

I valori ottenuti nel test DPPH indicano un’attività modesta se comparata a quella di altri 

estratti naturali noti per il loro interessante profilo antiossidante. Per esempio Chandra et 

al. 2011 [57] riporta l’attività antiossidante di estratti ottenuti da piante medicinali Indiane, 

tra queste le attività antiossidanti più interessanti sono a carico di Trimufetta rotundifoglia 

(IC50 pari a 17 μg/mL) e Paltophorum ferrugineum (IC50 pari a 20.5 μg/mL). Nel caso di 

Moringa oleifera i risultati migliori sono stati evidenziati dall’estratto idroalcolico e dall’ 

estratto acquoso. 
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2.1.1.2. RISULTATI TEST DPPH CAMPIONI PARAGUAY 

 

Tabella 9: Risultati del test DPPH campioni Paraguay in termini di IC50 

IC50 (μg/ml) 

 FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 
130.33 ± 3.84 124.51 ± 1.27 

175.76 ± 

11.31 
208.81 ± 6.29 

ESTRATTO 

METANOLICO 
138.61 ± 7.75 180.01 ± 3.11 

218.54 ± 

11.87 

203.37 ± 

17.69 

INFUSO 159.57 ± 

10.93 
220.17 ± 7.43 168.97 ± 3.10 225.25 ± 1.71 

 
 

Dai risultati riassunti in Tabella 9 è possibile effettuare una comparazione tra i vari tempi 

di raccolta della pianta. Si può notare un’attività antiossidante maggiore a carico degli 

estratti del mese di Febbraio ed in particolare dell’estratto idroalcolico. Importante è anche 

l’attività mostrata dall’estratto idroalcolico del mese di Marzo. Visti nel complesso i valori 

relativi ai tre estratti di Maggio sembrano essere i più bassi ma è comunque presente una 

buona attività antiossidante. Sia gli estratti che l’infuso ottenuti dalle foglie di Moringa 

oleifera del Paraguay, mostrano un profilo antiossidante migliore se confrontato con i dati 

ottenuti nella prima parte dello studio condotto su campioni provenienti dal Senegal.  
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2.1.2. TEST FRAP  

 

Figura 5 TPTZ (2,4,6-tripiridil-

triazina) 

Il saggio FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) è un test che si basa sulla capacità 

dei composti antiossidanti di ridurre, in ambiente acido, gli ioni ferrici (Fe3+) a ioni ferrosi 

(Fe2+) in presenza di TPTZ (2,4,6-tripiridil-triazina).  

La reazione che sta alla base di questo metodo è la seguente: 

 

In assenza dell’antiossidante il complesso Fe3+ - TPTZ presenta una colorazione ambrata. 

Quando la soluzione di antiossidante viene aggiunta alla soluzione acida di tripiridil 

triazina ferrica, questa assume istantaneamente una colorazione viola intensa, dovuta alla 

riduzione dello ione ferrico a ione ferroso ad opera dell’antiossidante, con formazione del 

complesso Fe2+- TPTZ, il quale mostra un massimo di assorbimento a 593 nm. Grazie ad 

uno spettrofotometro UV vengono individuate le variazioni di assorbanza della soluzione. 

Il cambiamento dell’assorbanza è relazionato al potere riducente totale dell’antiossidante 

elettrondonatore presente nell’ambiente di reazione. Viene valutata la capacità 

antiossidante grazie alla costruzione di una retta di taratura con un antiossidante di 

riferimento. In queste analisi, il composto utilizzato come controllo positivo è stato 

l’antiossidante di sintesi Trolox®. 

Il test FRAP è stato sviluppato al fine di misurare il potere riducente del plasma, ma è stato 

poi adattato per saggiare la capacità antiossidante di composti puri e matrici complesse 
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anche di derivazione vegetale. Questo metodo non permette di misurare il contributo di 

molecole, quali tioli e proteine, che possono ricoprire un ruolo antiossidante fondamentale 

nei fluidi biologici (come ad es. il sangue) poiché valuta solamente la capacità riducente 

tramite cessione di elettroni, non è in grado di rilevare l’azione degli antiossidanti che 

agiscono tramite trasferimento di idrogeno. 

Il vantaggio nell’utilizzare questa metodica risiede nella semplicità e rapidità del test e nel 

fatto che è uno dei saggi meno costosi per la determinazione della capacità antiossidante in 

vitro. 

 

2.1.2.1. RISULTATI TEST FRAP CAMPIONI SENEGAL 

Tabella 10: RISULTATI TEST FRAP campioni Senegal. Ogni valore è stato ottenuto da 

tre esperimenti (mean ± SE).  

 FRAP 

µmol TE/g 

ESTRATTO IDROALCOLICO 496.6 ± 8.74 

ESTRATTO METANOLICO 418.3 ± 12.24 

INFUSO 369.24 ± 27.52 

 

Il test FRAP ha evidenziato un interessante profilo antiossidante. I risultati sono in linea 

con quelli ottenuti in altri lavori presenti in letteratura a carico di estratti vegetali definiti 

come particolarmente attivi. Per esempio Origanum vulgare (472.32 ± 15.96 μmol 

Trolox/g), Origanum majorana (463.96 ± 28.49 μmol Trolox/g), Rosmarinus officinalis 

(361.57 ± 33.72 μmol Trolox/g), e Melissa officinalis (464.83 ± 25.96 μmol Trolox/g) [58].  
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2.1.2.2. RISULTATI TEST FRAP CAMPIONI PARAGUAY 

 

Tabella 11: Risultati del test FRAP campioni Paraguay. I risultati sono la media di almeno 

tre differenti esperimenti. 

FRAP (μmoli TE/g) 

 FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 

900.07 ± 

34.85 
739.29 ± 21.57 551.39 ± 3.35 516.37 ± 35.36 

 ESTRATTO 

METANOLICO 

691.09 ± 

48.48 
489.37 ± 7.80 592.14 ± 33.26 585.29 ± 29.42 

INFUSO 557.24 ± 2.08 384.56± 9.20 561.75 ± 12.50 457.11 ± 18.40 

 
 

I risultati ottenuti sono in linea con quelli del precedente test antiossidante DPPH: i tre 

estratti di Febbraio presentano anche in questo caso il miglior profilo antiossidante insieme 

all’estratto idroalcolico di Marzo.  

 

2.1.3. TEST PCL 

La metodica PCL (Photochemiluminescence) è un test che consente di valutare il potere 

antiossidante che si basa sull’amplificazione della reazione di spegnimento di radicali 

derivanti da specie reattive dell’ossigeno (ROS) dovuta all’autossidazione fotoindotta di 

Luminol (5-amino-2,3-diidroftalazin-1,4-dione), che risulta accompagnata da un’intensa 

chemiluminescenza. La presenza di antiossidanti inibisce l’autossidazione del Luminol 

scatenata dall’interazione con l’anione superossido (O2•-) generato per via fotochimica. La 
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tecnica consente di quantificare di uno stesso campione sia la capacità antiossidante della 

componente idrosolubile (flavonoidi, vitamina C, ecc…) che di quella liposolubile 

(tocoferoli, tocotrienoli, carotenoidi, oli essenziali, ecc…). A questo scopo può essere 

condotta secondo due diversi protocolli: 

- ACW (Antioxidant capacity Watersoluble) 

- ACL (antioxidant Capacity Lipidsoluble) 

La metodica PCL consente di misurare la capacità antiossidante nei confronti dell’anione 

superossido O2- una delle specie reattive dell’ossigeno più pericolose, responsabile di danni 

ossidativi alle strutture biologiche direttamente correlabili agli effetti nocivi sulla salute 

umana.  

Attraverso la costruzione di una retta di taratura con un antiossidante di riferimento è 

possibile valutare la capacità antiossidante sia di miscele complesse che di sostanze pure.  

Per testare i campioni è stato adottato il protocollo ACL ed è stato utilizzato Trolox® come 

composto antiossidante di riferimento. I risultati ottenuti dalle analisi dei campioni 

vengono espressi come micromoli equivalenti in attività antiossidante di Trolox®, per 

grammo di prodotto in esame. 

Le determinazioni sono state condotte secondo la metodica originariamente descritta in 

letteratura da Popov e Lewin [59, 60]. 

 

 

 

 

 

 

 

  



63 

2.1.3.1. RISULTATI TEST PCL CAMPIONI SENEGAL 

Tabella 12: Risultati test PCL campioni Senegal. Ogni valore è stato ottenuto da tre 

esperimenti (mean ± SE).  

 PCL 

µmol TE/g 

ESTRATTO IDROALCOLICO 506.8 ± 3.19 

ESTRATTO METANOLICO 367.1 ± 6.96 

INFUSO 512.1 ± 10.30 

 
I valori ottenuti nel test PCL hanno evidenziato una significativa attività antiossidante se 

comparata a risultati precedentemente ottenuti dallo stesso gruppo di ricerca su estratti 

naturali [61]  
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2.1.3.2. RISULTATI TEST PCL CAMPIONI PARAGUAY 

Tabella 13: Risultati del test PCL campioni Paraguay. I risultati sono la media tre 

differenti esperimenti 

PCL 

(μmoli TE/g) 

 FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 
689.24 ± 7.30 525.51 ± 0.0 452.5 ± 14.14 397.5 ± 14.14 

ESTRATTO 

METANOLICO 
640.64 ±14.75 

416.67 ± 

13.87 
472.36 ± 1.70 445.31 ± 3.68 

INFUSO 481.62 ± 5.20 
445.15 ± 

12.63 

480.39 ± 

17.33 
436.20 ± 9.21 

 
 

I dati confermano gli estratti ottenuti da campioni raccolti nel mese di Febbraio come 

migliori candidati antiossidanti, con valori di capacità antiossidante rispettivamente di 

689.24 e 640.64 μmoli TE/g per l’estratto idroalcolico e metanolico. I risultati ottenuti 

dagli estratti dei mesi di Marzo, Aprile, e Maggio presentano comunque un buon profilo.  

 

2.1.4. TEST ORAC  

Il test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) è in grado di misurare il potere 

antiossidante di un campione (sostanza pura, o miscele complesse) attraverso l’inibizione 
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dei radicali perossilici, che avviene grazie a un’interruzione della catena radicalica per 

trasferimento di un atomo di idrogeno. 

Il test utilizza come marker di fluorescenza la fluoresceina e, per la generazione di radicali 

perossilici, sfrutta l’azocomposto solubile in acqua 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-

cloridrato (AAPH), in grado di decomporsi termicamente e portare alla formazione di 

radicali perossilici. La fluoresceina viene degradata dai radicali perossilici, la metodica 

ORAC è in grdo di valutare l’inibizione della degradazione della fluoresceina che avviene 

grazie all’azione protettiva dei radical-scavanger presenti nel campione contro la 

degradazione ad opera dei radicali perossilici. Si ottiene così una misura della capacità 

antiossidante del campione stesso nei confronti delle specie reattive. Fino a quando gli 

antiossidanti sono in grado di neutralizzare i radicali, essi proteggono il marker di 

fluorescenza dal decadimento, una volta esauriti gli antiossidanti, i radicali attaccano la 

fluoresceina portando ad una diminuzione della fluorescenza misurabile 

spettrofotometricamente. Il tempo di decadimento della fluorescenza è proporzionale alla 

quantità ed all’attività degli antiossidanti presenti nel campione. 

Il test ORAC misura dunque il decadimento tempo-dipendente della fluorescenza della 

molecola marker, come conseguenza della degradazione operata dal radicale perossilico.  

La fluoresceina reagisce con i radicali dell’ossigeno oltre 100 volte più lentamente della 

maggior parte degli antiossidanti biologici: questo permette che tutti gli antiossidanti attivi 

siano completamente ossidati prima che lo sia la fluoresceina, rendendo così più attendibile 

la misura della capacità antiossidante del campione in esame.  

È altrettanto importante che il marker sia molto più reattivo di altre molecole non 

antiossidanti, in modo che queste non interagiscano nel corso dell’analisi. 

I risultati del saggio sono quantificati al termine della reazione: viene integrata l’area al di 

sotto della curva cinetica (AUC) relativamente ad una reazione non contenente 

antiossidanti aggiunti (blank reaction). L’area sotto la curva è proporzionale alla 
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concentrazione di tutti gli antiossidanti presenti nel campione. Ciascuna reazione è 

calcolata utilizzando come standard il Trolox®. I risultati del test sono riportati sulla base 

dell’equivalenza: 

1 unità ORAC = 1 µM di equivalenti di Trolox® 

La capacità antiossidante ORAC viene espressa come unità ORAC corrispondenti, 

appunto, a micromoli di Trolox® equivalenti per grammo di campione. 
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2.1.4.1. RISULTATI TEST ORAC CAMPIONI SENEGAL 

Tabella 14: Risultati test ORAC campioni Senegal. Ogni valore è stato ottenuto da tre 

esperimenti (mean ± SE).  

 ORAC 

µmol TE/g 

ESTRATTO IDROALCOLICO 2942.8 ± 27.28 

ESTRATTO METANOLICO 2272.5 ± 14.72 

INFUSO 2345.2 ± 10.64 

 

I valori ottenuti nel test ORAC indicano una significante attività antiossidante se comparati 

a quelli di altri estratti vegetali noti per la loro considerevole attività. Per esempio altri 

autori riportano l’attività antiossidante dell’estratto acquoso di Cinnamomum verum 

aqueous (8515 μmol TE/g, μmol TE/g), dell’estratto acquoso Pinus maritima (7727 μmol 

TE/g), dell’estratto acquoso di Myrocarpus fastigiatus (5422 μmol TE/g), dell’estratto 

acquoso di Mate Ilex paraguariensis (5092 μmol TE/g) e dell’estratto acquoso di Quercus 

robur (3850 μmol TE/g) [62].  
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2.1.4.2. RISULTATI TEST ORAC CAMPIONI PARAGUAY 

Tabella 15: Risultati del test ORAC rapportati alle μmoli di Trolox® equivalenti per 

grammo di campione esaminato. I risultati sono la media di almeno tre differenti 

esperimenti. 

ORAC (μmoli TE/g) 

 FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 

5959.06 ± 

44.53 
5346.63 ± 28.82 

4556.42 ± 

24.59 

4956.35 ± 

38.10 

ESTRATTO 

METANOLICO 

4702.94 ± 

34.18 
4215.86 ± 9.23 4743.7 ± 15.63 

4674.65 ± 

44.47 

INFUSO  3830.72 ± 

28.39 
3343.76 ± 10.23 

3813.07 ± 

37.01 

4131.49 ± 

55.23 

 
 

I risultati evidenziano un buon profilo di attività per tutti gli estratti con valori molto simili 

tra loro. L’estratto idroalcolico di Febbraio, anche in questo caso, presenta il profilo 

migliore, con un dato di attività che risulta essere il doppio di quello relativo all’estratto 

idroalcolico di foglie essiccate di Moringa oleifera del Senegal (2942.8± 27.28 μmoli 

TE/g) precedentemente studiato. 

 

2.2. CONTENUTO TOTALE DI POLIFENOLI: TEST DI FOLIN- CIOCALTEAU 

Il test Folin-Ciocalteau è una tecnica analitica colorimetrica utilizzata per quantificare i 

fenoli totali (composti monofenolici e polifenolici) in un estratto vegetale.  
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Nel campione che viene analizzato, i composti fenolici vengono ossidati dal reattivo di 

Folin-Ciocalteau, costituito da una soluzione di acido fosfotungstico (H3PW12O40) e acido 

fosfomolibdico (H3PMo12O40) che si riduce in una miscela di ossidi blu di tungsteno e 

molibdeno grazie all'ossidazione dei fenoli. La colorazione blu ha un massimo 

assorbimento intorno a una lunghezza d’onda pari a 765 nm. Gli isopolifosfotungstati sono 

incolori al pieno stato di ossidazione e gli analoghi composti del molibdeno sono gialli, il 

reattivo nel complesso si presenta come una soluzione gialla che dopo la reazione in 

presenza di composti fenolici si riduce ad una miscela di ossidi blu di tungsteno e 

molibdeno. In relazione a questa variazione colorimetrica misurata tramite 

spettrofotometro a 765 nm, l'analisi fornisce il contenuto totale di polifenoli presente nel 

campione analizzato. 

Poiché la quantità dei composti nel campione non è nota, è importante aggiungere un 

eccesso di reagente di Folin-Ciocalteau per avere la certezza che questo non vada ad 

esaurirsi portando ad una sottostima del contenuto in fenoli. Inoltre, è necessario che la 

reazione venga interrotta velocemente per minimizzare processi di polimerizzazione 

rigenerativa che falserebbero il risultato del test. Per interrompere questo fenomeno viene 

generalmente utilizzata una soluzione di Na2CO3 al 20% da aggiungere all’ambiente di 

reazione, in quanto è stato dimostrato che la reazione di polimerizzazione tende a 

proseguire a pH acidi e viene bloccata a pH basici (circa pH=10). Prima di aggiungere 

l’Na2CO3 è importante che i reagenti siano stati adeguatamente miscelati per evitare una 

sovrastima dei risultati dovuta ad eccesso di reagente; una volta portata la reazione a pH 

basico, si interrompono le reazioni di ossidazione dei fenoli a causa dell’instabilità del 

reagente di Folin-Ciocalteau in condizioni alcaline. 

Per procedere alla determinazione quantitativa, viene costruita una retta di calibrazione 

mettendo in relazione la concentrazione di uno standard di riferimento con l'assorbanza 

misurata. L'acido gallico viene utilizzato come standard per questo test: si preparano 
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soluzioni a concentrazione nota, si applica il reagente di Folin-Ciocolteau e per ognuna si 

rileva l'assorbanza. Tramite una regressione lineare, si ottiene quindi l'equazione della retta 

che consente, una volta noto il valore di assorbanza, di ricavare la concentrazione di un 

campione incognito. I risultati ottenuti sono stati espressi come microgrammi equivalenti 

di acido gallico per milligrammo di prodotto.  

 

2.2.1. CONTENUTO TOTALE DI POLIFENOLI CAMPIONI SENEGAL 

Il contenuto totale di polifenoli è stato testato mediante il test Folin–Ciocalteu come 

precedentemente descritto, i risultati sono presentati in tabella 16 

Tabella 16: Risultati del test FOLIN-CIOCALTEAU campioni Senegal. I risultati sono la 

media di almeno tre differenti esperimenti.  

 CONTENUTO TOTALE DI 

POLIFENOLI 

µg GAE/mg 

ESTRATTO IDROALCOLICO 47.7 ± 1.58 

ESTRATTO METANOLICO 33.6 ± 1.81 

INFUSO 51.9 ± 4.88 

 

 

  



71 

2.2.2. CONTENUTO TOTALE DI POLIFENOLI CAMPIONI PARAGUAY 

Tabella 17: Risultati del test FOLIN-CIOCALTEAU campioni Paraguay. I risultati sono 

la media di almeno tre differenti esperimenti 

μg GAE/mg 

 FEBBRAIO MARZO APRILE MAGGIO 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 
82.51 ± 6.53 75.16 ± 6.04 67.62 ± 6.67 52.43 ± 2.73 

ESTRATTO 

METANOLICO 
73.64 ± 2.60 55.25 ± 6.35 65.95 ± 1.13 68.99 ± 7.04 

INFUSO 69.65 ± 6.08 59.01 ± 4.53 67.56 ± 5.27 61.24 ± 5.50 

 

Il contenuto di polifenoli degli estratti ottenuti dalle foglie di Moringa oleifera risulta 

essere elevato; in particolare tutti gli estratti presentano un profilo nettamente migliore 

come quantitativo di polifenoli rispetto ai dati degli estratti di Moringa oleifera del Senegal 

esposti successivamente. Gli estratti idroalcolici di Febbraio e Marzo, seguiti dall’estratto 

metanolico di Febbraio, hanno il più alto quantitativo di polifenoli, rispettivamente pari a 

82.51, 75.16 e 73.64 μg GAE/mg. 
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2.3. CARATTERIZZAZIONE CHIMICA DELLA FRAZIONE POLIFENOLICA  

 

I risultati ottenuti dal test di Folin-Ciocalteau, hanno evidenziato la presenza di una 

rilevante componente polifenolica nell’estratto idroalcolico, metanolico e nell’infuso dei 

quattro mesi di raccolta delle foglie di Moringa oleifera.  

È stata quindi effettuata una caratterizzazione tramite HPLC al fine di identificare e 

quantificare composti polifenolici di interesse nell’ambito della fotoprotezione. Sono stati 

scelti i composti: Rutina, Quercetina, Acido Ellagico, Acido Clorogenico e Acido Ferulico.  

L’Acido Ellagico è in grado si sopprimere lo stress ossidativo indotto dall’irraggiamento 

UVA e può essere utile nel trattamento dei danni alla pelle, dei tumori e del photoaging 

causati dagli UVA. In studi recenti è stata osservata la capacità dell’Acido Ellagico di 

prevenire la distruzione di collagene e ridurre le risposte infiammatorie causate 

dall’esposizione agli UVB. Questi risultati notevoli suggeriscono l’Acido Ellagico quale 

prezioso ingrediente per formulazioni destinate alla cura della pelle [63].  

L’Acido Clorogenico presenta un’attività anti-proliferativa come riportato da Kang et al. 

(2013) e possiede la capacità di proteggere la pelle umana dal photoaging grazie alle sue 

proprietà antiossidanti [64]. Migliora l’espressione di fattori immunitari come IL-2 e IFN-

α, e di conseguenza promuove l’attivazione e la proliferazione di cellule T, macrofagi e 

cellule NK migliorando così la loro sorveglianza e la loro abilità di uccisione.  

L’Acido Ferulico ha una forte attività antiossidante e come riportato da diversi autori può 

essere usato come ingrediente attivo in prodotti solari dove è in grado di svolgere anche un 

ruolo protettivo contro l’eritema solare. 

La Rutina è un flavonoide anch’esso con una notevole attività antiossidante ed è in grado 

di potenziare efficacemente l'attività del filtro UV ampiamente usato benzofenone-3.  

La Quercetina è un flavonoide con proprietà fotoprotettive; Choquenet et al. [65] hanno 

infatti segnalato che quest’ultima, incorporata nelle emulsioni olio-in-acqua ad una 
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concentrazione del 10%, conferisce interessanti valori in vitro del fattore di protezione 

solare (SPF) in una formulazione.  

 

2.3.1. CARATTERIZZAZIONE ESTRATTI CAMPIONI SENEGAL 

Tabella 18: Titolo percentuale dei composti polifenolici presenti negli estratti di foglie di 

Moringa oleifera del Senegal analizzati tramite HPLC  

Titolo % 

 A. 

Clorogenico 

Rutina A. Ellagico A. Ferulico Quercetina 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 

0.23 ± 0.002 1.58 ± 

0.057 

0.20 ± 

0.007 

0.16 ± 

0.004 

0.26 ±0.001 

ESTRATTO 

METANOLICO 

0.17 ± 0.003 1.22 ± 

0.088 

0.16 ± 

0.001 

1.04 ± 

0.059 

- not 

detected 

INFUSO  0.36 ± 0.013 1.02 ± 

0.030 

0.09 ± 

0.004 

0.55 ± 

0.008 

- not 

detected 

 
 

Il composto più presente nella pianta di Moringa oleifera originaria del Senegal risulta 

essere la Rutina la quale è particolarmente presente nell’estratto idroalcolico (1.58 %). 

Interessante è anche il quantitativo di Quercetina presente nel solo estratto idroalcolico 

(0.26 %) di M. oleifera del Senegal dove si osserva tuttavia una percentuale minore di 

Acido Ferulico (1.04 ± 0.059) e Clorogenico (0.3 ± 0.013) rispetto ai derivati vegetali della 

pianta proveniente dal Paraguay le cui percentuali maggiori risultano essere 

rispettivamente del 3.68 e dell’1.13. Il quantitativo di Acido Ellagico presente negli estratti 
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di Moringa oleifera del Senegal (0.20 ± 0.007) è infine paragonabile a quello presente 

negli infusi di Moringa oleifera del Paraguay (0.35 ± 0.026).  

 

2.3.2. CARATTERIZZAZIONE ESTRATTI CAMPIONI PARAGUAY 

Tabella 19: Titolo percentuale dei composti polifenolici presenti negli estratti ottenuti dai 

campioni Paraguay analizzati tramite HPLC 

  

Acido 

Clorogenico 

Rutina 

Acido 

Ellagico 

Acido 

Ferulico 

Quercetina 

FEBB 

E.I 0.93±0.084 0.55±0.013 0.82±0.044 3.68±0.016 - 

E.M 0.67±0.012 0.58±0.017 0.85±0.003 1.79±0.111 - 

Infuso  1.19±0.119 0.30±0.010 0.35±0.026 1.79±0.018 - 

MARZO 

E.I 0.92±0.119 0.47±0.029 0.47±0.033 3.04±0.172 - 

E.M 0.67±0.003 0.33±0.015 0.49±0.019 1.53±0.037 - 

Infuso  0.96±0.075 0.22±0.005 0.18±0.006 1.38±0.040 - 

APRILE 

E.I 0.64±0.045 0.29±0.018 0.44±0.025 3.37±0.200 - 

E.M 0.60±0.050 0.28±0.036  0.50±0.006 1.59±0.166 - 

Infuso  1.11±0.099 0.20±0.015 0.21±0.015 1.95±0.027 - 

MAGGIO E.I 1.02±0.059 0.36±0.012 0.55±0.052 1.94±0.089 0.02±0.002 
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E.M 0.95±0.070 0.34±0.031 0.69±0.049 1.13±0.090 0.02±0.004 

Infuso  1.13±0.012 0.21±0.008 0.24±0.014 1.05±0.035 - 

 
E.I: estratto idroalcolico E.M: estratto metanolico 

Dai risultati riassunti in Tabella si può notare che l’Acido Ferulico e l’Acido Clorogenico 

sono gli attivi più presenti negli estratti vegetali di Moringa oleifera. Gli estratti 

idroalcolici di Febbraio, Marzo ed Aprile presentano una maggiore concentrazione di 

Acido Ferulico piuttosto che di Acido Clorogenico, di cui sono invece più ricchi gli infusi 

dei tre mesi sopra citati. Il mese di Maggio presenta risultati simili sia come quantità di 

Acido Ferulico che di Acido Clorogenico per tutti gli estratti. Da notare è la presenza di 

Quercetina nei soli estratti idroalcolico e metanolico del mese di Maggio. Quest’ultimo 

aspetto mette in evidenza le diverse interazioni tra gli ormoni vegetali della pianta, luce, 

disponibilità idrica e temperatura che si verificano nei vari mesi.  

 

2.4. ATTIVITÀ ANTIFUNGINA CAMPIONI PARAGUAY: DERMATOFITI E 

CANDIDA ALBICANS  

Sono da considerare dermatofitiche solo quelle specie che risultano essere patogene e sono 

Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton e Arthroderma.  

 

I funghi dermatofiti impiegati in questo studio sono:  

• Microsporum canis: generalmente infetta i cuccioli di animali, soprattutto cani e gatti, 

che diffondono particelle infettive nell’ambiente domestico determinando potenziali 

infezioni al nucleo famigliare, in particolare ai bambini, su cui si manifestano tigne al 

cuoio capelluto.  
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• Microsporum gypseum: causa tigne nel corpo, sulle unghie e nel cuoio capelluto ed è 

un fungo diffuso in tutto il mondo. La principale sorgente di infezione per l’uomo e gli 

animali è il terreno, infatti, sono riportati casi di infezioni su giardinieri ed agricoltori.  

• Trichophyton tonsurans: colpisce prevalentemente gli uomini e non determina 

reazioni di tipo infiammatorio.  

• Epidermophyton floccosum: è diffuso in tutto il mondo ed è uno dei principali 

responsabili di tinea pedis e tinea cruris, che colpisce i piedi e le aree inguinali 

soprattutto negli uomini, ma anche nelle donne. È certo che questo fungo non invade i 

capelli.  

• Trichophyton mentagrophytes: si trova in tutto il mondo ed è una specie sia 

antropofila che zoofila, che determina infiammazioni dei follicoli piliferi.  

• Arthroderma cajetani: è cosmopolita e causa infezioni principalmente a cani e 

all’uomo.  

 

Si è scelto di testare i dodici estratti alla concentrazione di 100 μg/ml nei confronti dei sei 

dermatofiti con il metodo di diffusione in Sabouraud Dextrose Agar (SDA), utilizzando 

DMSO come solvente. 

I risultati, espressi come percentuale di Inibizione di crescita, sono riassunti nella Tabella 

20. 
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Tabella 20: % Inibizione di crescita su dermatofiti di Estratti di foglie di Moringa oleifera 

Paraguay. Ogni estratto è stato testato in triplicato 

 

100 μg/ml 

  M.g M.c A.c T.m T.t E.f 

FEBBRAIO E.Idroalcolico 11.76 1.59 14.29 11.00 10.17 21.43 

E.Metanolico 0.98 6.35 8.33 6.00 15.25 21.43 

Infuso  ++ + + + + 23.81 

MARZO E.Idroalcolico + 4.24 4.42 5.63 5.00 31.65 

E.Metanolico 9.02 4.24 6.19 3.52 5.00 21.52 

Infuso  1.64 + 1.77 + 3.75 11.39 

APRILE E.Idroalcolico + 5.81 + 4.93 + 15.91 

E.Metanolico + 6.98 19.61 + + 3.41 

Infuso  + 2.33 + 0.00 + 4.55 

MAGGIO  E.Idroalcolico 12.71 3.11 4.21 6.21 + 9.30 

E.Metanolico 16.95 1.86 8.42 5.52 + 6.98 
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Infuso  0.85 + 4.21 4.14 + + 

 
+: effetto ormono-simile 

 

Come mostrato in tabella il fungo che risulta essere più sensibile all’attività inibitoria degli 

estratti di Moringa oleifera risulta essere E. floccosum, il quale mostra discreti risultati 

soprattutto per il mese di Febbraio, Marzo (eccetto l’infuso) e per l’Estratto idroalcolico di 

Aprile che risulta essere vicino all’attività mostrata dall’Estratto metanolico di Aprile e 

Maggio rispettivamente verso Arthroderma cajetani e Microsporum gypseum. Gli altri dati 

si riferiscono ad una debole attività antifungina, in alcuni casi riportati in tabella 20 gli 

estratti testati sembrano favorire la crescita.  

L’attività anti Candida è stata valutata calcolando la MIC (minima concentrazione 

inibente) dei dodici estratti nel range di concentrazioni di 12,48-0,0244 mg/ml alle 24 e 48 

ore. I risultati ottenuti tuttavia non hanno mostrato alcun effetto antifungino dei campioni.  

 

2.5. VALUTAZIONE DEL POTERE UV-FILTRANTE  

 

Come descritto in precedenza, non esiste un metodo univoco ed ufficialmente riconosciuto 

per la valutazione in vitro dell’SPF. Al fine di effettuare il test è stato messo a punto un 

protocollo interno (basato su adattamento della ISO 24443:2012), il quale permette una 

comparazione statisticamente significativa della metodica in vivo con quella in vitro. 

Questa comparazione è possibile in quanto il metodo di applicazione del prodotto sul 

substrato riproduce le condizioni utilizzate per il test in vivo. L’attuazione del protocollo 

interno consente quindi di non effettuare i test in vivo nella fase preliminare di valutazione 

dell’attività UV-filtrante. 
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Le misure di trasmittanza ed assorbanza sono state condotte tramite uno spettrofotometro 

SHIMADZU UV-2600 equipaggiato con una sfera integratrice ISR 2600 60 mm ed 

accoppiato ad un software per la determinazione SPF. 

 Nel calcolo dell’SPF in vitro, viene applicata la seguente equazione: 

 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
∫ 𝑀𝑀(𝜆𝜆=400𝑛𝑛𝑛𝑛
𝜆𝜆=290𝑛𝑛𝑛𝑛 𝜆𝜆)𝐼𝐼(𝜆𝜆)𝑑𝑑(𝜆𝜆)

∫ 𝑀𝑀(𝜆𝜆=400𝑛𝑛𝑛𝑛
𝜆𝜆=290𝑛𝑛𝑛𝑛 𝜆𝜆)𝐼𝐼(𝜆𝜆)10−𝐴𝐴(𝜆𝜆)𝑑𝑑(𝜆𝜆)

 

dove: 

E(λ) = spettro d’azione eritematosa della luce solare a lunghezza d’onda λ 

I(λ) = irradianza spettrale ricevuta dalla sorgente UV a lunghezza d’onda λ 

A(λ) = assorbanza dello strato di prodotto applicato alla superficie del substrato 

 

Il range di lunghezza d’onda analizzato va dai 290 nm ai 400 nm con uno step tra una 

lunghezza d’onda e l’altra analizzata dallo strumento di 1 nm (d(λ)).  

La trasmittanza è definita dal rapporto tra l'intensità della radiazione uscente e l'intensità 

della radiazione incidente (T=I/I0). L'assorbanza (A) risulta uguale a log(1/T) ed è 

utilizzata per esprimere l'assorbimento di una radiazione ad una determinata lunghezza 

d’onda: A(λ)= -Log[T(λ)]. Per un determinato composto quindi, la trasmittanza e 

l'assorbanza dipendono dalla lunghezza d'onda della radiazione incidente. Se una serie di 

radiazioni con diversa lunghezza d’onda attraversa il campione da analizzare sarà possibile 

integrare i diversi valori di assorbanza rilevati e ottenere un grafico che riproduce il profilo 

di assorbimento di quella molecola nel range desiderato. 

La λ critica è un altro parametro importante per definire la protezione che un filtro solare è 

in grado di fornire nei confronti della radiazione UV: si ottiene misurando lo spettro di 

assorbimento UV registrato tra i 290 ed i 400 nm. Il valore di λ critica rappresenta la 
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lunghezza d’onda in corrispondenza della quale l’area della curva di assorbanza spettrale 

rappresenta il 90% dell’assorbanza totale. 

I valori di λ critica sono classificati dalla Food and Drug Administration USA in cinque 

categorie numerate come segue: 0 (λc <325 nm), 1 (325 ≤ λc ≤ 335), 2 (335 ≤ λc ≤ 350), 3 

(350 ≤ λc <370) e 4 (λc ≥ 370) [66]. 

Una molecola è considerata un filtro ad ampio spettro, ossia in grado di proteggere la pelle 

contemporaneamente dai raggi UVB ed UVA, se il valore della sua λ critica è uguale o 

superiore a 370 nm. 

Il rapporto di assorbanza UVA/UVB è un altro dei parametri essenziali alla valutazione di 

un filtro solare attraverso tutto il range UV. Questo rapporto, secondo l’ultima 

raccomandazione UE, dovrebbe essere almeno 1/3. Infine, il valore di UVAPF è il fattore 

di protezione relativo ai raggi UVA che, come precedentemente indicato, possiedono 

maggiore capacità di penetrazione e possono causare maggiori danni nel tempo.  

 

2.5.1. DETERMINAZIONE SPF IN VITRO CAMPIONI SENAGAL 

Una determinazione dei valori di SPF in vitro degli estratti di Moringa oleifera inseriti in 

formulazioni adatte a un uso cosmetico, ha dimostrato che questi presentano un profilo 

interessante dal punto di vista dell’attività filtrante UV. I risultati sono riportati in Tabella 

21  

Tutte le emulsioni sono state sottoposte al test SPF utilizzando come supporto le piastre 

previste dal protocollo interno per l’analisi in vitro del Sun Protection Factor. 

Si tratta piastre di PMMA, polimetilmetacrilato, sand-blasted acquistate da Schonberg 

GmbH (Munich, Germania) delle dimensioni di 50 mm x 50 mm, spessore di circa 2 mm 

(valore variabile tra 1,75 e 2,5 mm a seconda del lotto di produzione) e con un’area di 25 

cm² e 5 µm di rugosità sulle quali sono stati applicati 15 µl di glicerina (bianco), collegate 

con un software per la determinazione dell’SPF in vitro. Prima di procedere con l’analisi 
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dei campioni prodotti, si valuta il corretto funzionamento dello strumento svolgendo una 

misurazione della trasmittanza di uno standard (S2) descritto nell’allegato E della ISO 

24443:2012. 

Secondo il protocollo interno, su ciascun substrato, devono essere applicati 

0.0320±0.0005g di campione (1.3 mg cm-2) attraverso piccole “goccioline”. L’emulsione 

viene distribuita sulla superficie della piastra con movimenti circolari per almeno 30 

secondi. Dopo questa prima fase di distribuzione la piastra viene posizionata su una 

bilancia per monitorare la pressione durante la seconda fase di spalmatura che avviene 

alternando movimenti orizzontali e verticali per ulteriori 30 secondi. La pressione che è 

risultata essere ottimale per questa fase è pari a 100 g. La piastra viene ripesata per 

verificare che la quantità di prodotto depositato sia pari al 40-60% della quantità pesata e 

in seguito viene lasciata riposare al buio per almeno 30 minuti alla stessa temperatura a cui 

verrà sottoposta durante l’analisi. Il periodo di condizionamento al buio rende più 

omogenea la superficie della piastra o fa evaporare alcune sostanze. In seguito, sistemato il 

“blank” e la piastra col prodotto da analizzare, si inizia la misurazione dove verrà registrato 

lo spettro in trasmittanza nel range da 290 nm a 400 nm. Vengono preparate almeno due 

piastre per ogni campione da analizzare e per ogni piastra viene raccolto un minimo 

numero di cinque misure. Dalla media delle cinque acquisizioni il software di conversione 

SPF Calculator ricava il valore di SPF medio, il rapporto UVA /UVB, il valore UVAPF0 e 

la λc. 
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Tabella 21: Sun Protection Factor in vitro (mean ± DS) e UVA Protection Factor (mean ± 

DS), λc (nm) e rapporto UVA/UVB  delle formulazioni contenenti gli estratti campioni 

Senegal 

 SPF UVAPFo λc (nm) Rapporto 

UVA/UVB 

CONTROLLO 

NEGATIVO 

1.03±0.01 1.00±0.012 290 0.95 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 5% 

1,51±0,02 1.19±0.01 388 1.00 

ESTRATTO 

IDROALCOLICO 

10% 

1.71±0.06 1.35±0.04 385 0.93 

ESTRATTO 

METANOLICO 5% 

1.55±0.02 1.21±0.01 389 0.99 

ESTRATTO 

METANOLICO 10% 

1.90±0.06 1.50±0.04 387 0.94 

INFUSO 5% 1.70±0.01 1.19±0.01 373 0.85 

INFUSO 10% 2.01±0.02 1.44±0.01 381 0.91 

 

I valori di SPF delle formulazioni testate, considerando concentrazioni degli estratti di 

foglie di Moringa oleifera comprese tra il 5% e il 10%, erano compatibili con SPF 2, il che 

significa che circa il 50% della radiazione UVB è stata filtrata dal prodotto finito. Ciò 

rappresenta una prestazione incoraggiante nell’ambito degli estratti vegetali. 
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Tutte le formulazioni testate sono risultate fotostabili poiché non sono state mostrate 

variazioni significative dei valori SPF dopo l'irradiazione condotta, come prescritto dalla 

procedura ISO 24443: 2012, con un simulatore di radiazione solare (Suntest CPSþ; Atlas, 

Linsengericht, Germany). 

Nonostante i valori SPF relativamente bassi, il fattore di protezione UVA (UVAPF0) 

appare di grande interesse. I valori di Lambda critica di tutte le formulazioni sono risultati 

superiori a 370 nm e il rapporto UVA / UVB è vicino a 1, fatti indicativi di un'attività 

filtrante ad ampio spettro.  

 

2.5.2. DETERMINAZIONE SPF IN VITRO CAMPIONI PARAGUAY 

In analogia alla prima parte dello studio svolto su campioni di foglie di Moringa oleifera 

originarie del Senegal sono state effettuate analisi atte a valutare quale fosse la 

concentrazione adeguata degli estratti in formulazione al fine di ottenere buoni risultati in 

termini di parametri filtranti: è stata selezionata un’emulsione o/w contenente gli estratti 

idroalcolico e metanolico al 10% e l’infuso al 5% e 10% relativi ai quattro tempi di 

raccolta. 

Da tutte le analisi effettuate sui diversi campioni, è possibile affermare che i valori rilevati 

sono tutti compatibili con un SPF 2, dato interessante nell’ambito di estratti vegetali. 

 

2.5.3. ANALISI SPF DELL’OLIO DEI SEMI CAMPIONI SENEGAL  

È stata eseguita una ricerca in letteratura al fine di verificare la presenza di dati riguardanti 

l’olio dei semi di M. oleifera ed il potere filtrante connesso a tale frazione. In uno studio 

(Gaikwad and Kale, 2011) [67] è stato analizzato il fattore di protezione solare (SPF) in 

vitro relativo a un’emulsione contenente l’olio estratto dai semi di M. oleifera 

evidenziando un valore SPF di 1.06. I risultati in questione tuttavia non sono stati 

comparati dagli autori con un con un “bianco”, ovvero un’emulsione con le medesime 
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caratteristiche ma privi dell’ingrediente da testare (l’olio dei semi di M. oleifera). Un 

valore SPF pari a 1.06 è generalmente ascrivibile a emulsioni prive di ingredienti attivi 

dotati di proprietà filtranti. Si è quindi deciso di replicare le condizioni sperimentali 

suddette per verificare, considerando un bianco, l’eventuale apporto dell’olio ottenuto dai 

semi sulla capacità filtrante di una formulazione adatta ad un utilizzo cosmetico. La 

frazione lipidica è stata estratta dai semi con etere di petrolio utilizzando un apparato 

Soxhlet e successivamente inserita in emulsione come fase oleosa ad una concentrazione 

del 20% p/p. Il bianco è stato preparato utilizzando C12-C15 alkyl benzoate a una 

concentrazione del 20% p/p come fase olio. 

 

Tabella 22: Valori SPF dell’olio dei semi di M. oleifera. Il risultato indicato è la media di 

tre piastre analizzate per ogni campione 

Formulazione SPF 

20% olio semi Moringa oleifera (f.olio) 1.08 ± 0.01 

Bianco 1.09 ± 0.01  

20% olio semi Moringa oleifera (f.olio) 

(Gaikwad et Kale) 
1.06 ± 0.02 

 
I risultati ottenuti evidenziano che, il valore di SPF riportato in letteratura, è in realtà un 

valore comparabile con quello del bianco. Questo dimostra che l’olio di semi di Moringa 

oleifera ottenuto mediante estrazione in etere di petrolio non ha alcuna attività filtrante. 
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2.5.4. ANALISI SPF DELL’ESTRATTO LIPOLICO DEI SEMI CAMPIONI SENEGAL 

È stata condotta un’estrazione con ultrasuoni a temperatura ambiente dei semi (rapporto 

droga/solvente 5%) in olio di girasole. Dopo la filtrazione, l’estratto lipolico è stato incluso 

in un’emulsione al 20% (come fase olio) per testarne l’SPF e confrontare tale valore con 

quello di un’emulsione formulata utilizzando come fase olio C12-C15 alkylbenzoate al 

20%. 

 

Formulazione SPF 

20% estratto lipolico dei semi di M. oleifera 1.04 ± 0.02 

Bianco 1.01 ± 0.01 

 
Tabella 23: Dati SPF dell’estratto lipolico dei semi di M. oleifera. Il risultato indicato è la 

media di tre piastre analizzate per ogni campione 

Il valore di SPF dell’emulsione formulata con l’estratto lipolico non è variato rispetto a 

quella formulata con C12-C15 alkylbenzoate presentando un SPF di circa 1. 

 

2.6. EFFETTO BOOSTER 

Negli ultimi anni sono comparsi tra ingredienti impiegati nelle formulazioni solari gli attivi 

booster SPF, ossia ingredienti capaci di aumentare il valore SPF di una formulazione 

contenente determinati filtri. 

Tali effetti di potenziamento possono essere di natura diversa: 

- migliore dissoluzione dei filtri organici all’interno di un solvente/solubilizzante o una 

migliore dispersione dei filtri organici; 
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- utilizzo di polimeri o sostanze emollienti in una formulazione con filtri inorganici per 

migliorarne la loro dispersione e modificarne la reologia; 

- alcuni polimeri che contribuiscono a formare film migliorano la fotostabilità dei filtri 

solari. 

 

2.6.1. EFFETTO BOOSTER DELL’INFUSO LIOFILIZZATO CAMPIONI PARAGUAY 

È stato testato l’effetto booster dell’infuso di foglie di M. oleifera Paraguay di Febbraio al 

fine di analizzare una sua eventuale capacità di migliorare la performance di filtri UV 

commerciali in emulsione. Grazie all’impiego di uno strumento (BASF sunscreen 

simulator) che fornisce una stima della concentrazione dei filtri UV che si vogliono 

utilizzare necessaria per ottenere un dato valore di SPF, è stata formulata una emulsione 

con SPF di circa 6 contenente il filtro solare commerciale Ethylhexyl Methoxy Cinnamate 

al 3%. 

Come fase acquosa è stato utilizzato l’infuso di foglie di Moringa oleifera, ed un campione 

“bianco” con acqua per effettuare un confronto. 

 

Tabella 24: Dati SPF per la valutazione dell’effetto booster dell’infuso di foglie di M. 

oleifera Paraguay. Ogni risultato indicato rappresenta la media di tre piastre analizzate per 

ogni campione 

Formulazione SPF 

Emulsione contenente l’infuso di M. oleifera (Ethylhexyl Methoxy 

Cinnamate al 3%) 

8.67 ± 0.54 

Bianco (Ethylhexyl Methoxy Cinnamate al 3%) 7.63 ± 0.26 
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Non sono state rilevati aumenti apprezzabili nei valori di SPF utilizzando l’infuso di foglie 

di M. oleifera al posto dell’acqua in formulazione. 

 

2.6.2. EFFETTO BOOSTER TRA VARIE TIPOLOGIE DI ESTRATTI CAMPIONI 

PARAGUAY 

Per valutare se l’associazione dei vari estratti studiati migliori le performance dell’infuso, 

sono state formulate 2 emulsioni contenenti: 

- l’infuso delle foglie come fase acquosa e l’infuso di Febbraio al 5% solubilizzato 

nell’emulsione o/w 

- l’infuso delle foglie come fase acquosa e l’estratto idroalcolico di Febbraio al 10% 

solubilizzato nell’emulsione o/w 

I dati sono stati confrontati con le emulsioni o/w contenenti l’infuso delle foglie incluso 

singolarmente al 5% e l’estratto idroalcolico delle foglie incluso singolarmente al 10%. 

 

 

Tabella 25: Dati SPF per la valutazione dell’effetto booster dell’infuso di foglie di M. 

oleifera combinato con l’infuso liofilizzato delle foglie al 5% e l’estratto idroalcolico delle 

foglie al 10%. Ogni risultato indicato rappresenta la media di tre piastre analizzate per ogni 

campione 

Formulazione SPF 

Infuso (fase acquosa) + Infuso M. oleifera Febbraio 5% 1.55 ± 0.07 

Emulsione o/w Infuso M. oleifera Febbraio 5% 1.20 ± 0.04 

Infuso (fase acquosa) + estratto idroalcolico M. oleifera 2.36 ± 0.11 
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Febbraio 10% 

Emulsione o/w estratto idroalcolico M. oleifera Febbraio 10% 2.21 ± 0.09 

 
 

Non è stato rilevato alcun effetto sinergico/effetto booster.  

2.6.3. EFFETTO BOOSTER DELLA FRAZIONE LIPIDICA DEI SEMI CAMPIONI 

SENEGAL 

È stato testato l’effetto booster della frazione lipidica dei semi al fine di analizzare una sua 

eventuale capacità di migliorare la performance di filtri UV commerciali in emulsione. 

Grazie all’impiego di uni strumento (BASF sunscreen simulator) che fornisce una stima 

della concentrazione dei filtri UV che si vogliono utilizzare necessaria per ottenere un dato 

valore di SPF, è stata formulata una emulsione con SPF di circa 15 contenente tre filtri 

solari commerciali (Octocrilene, Ethylekyl metoxycinnamate ed Avobenzone). 

Come fase olio è stata utilizzata la frazione lipidica dei semi di Moringa Oleifera al 20% 

ed un campione “bianco” con C12-C15 alkylbenzoate al 20% per effettuare un confronto. 

 

Formulazione SPF 

Emulsione contenente l’olio dei semi di M. oleifera 16.69 ± 1.14 

Bianco 18.25 ± 1.26 

 
Tabella 26: Dati SPF per la valutazione dell’effetto booster dell’olio dei semi di M. 

oleifera. Ogni risultato indicato rappresenta la media di tre piastre analizzate per ogni 

campione 
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Non sono state rilevati aumenti apprezzabili nei valori di SPF utilizzando la frazione 

lipidica dei semi rispetto al C12-C15 alkylbenzoate. 

 

2.6.4. EFFETTO BOOSTER TRA VARIE TIPOLOGIE DI ESTRATTI CAMPIONI 

SENEGAL 

Per valutare se l’associazione dei vari estratti studiati migliori le performance dell’infuso, 

sono state formulate due emulsioni contenenti: 

- l’infuso liofilizzato delle foglie al 5% (solubilizzato nella fase acquosa) e l’olio dei semi 

estratto con etere di petrolio al 20% (come fase olio) 

- l’infuso liofilizzato delle foglie al 5% (solubilizzato nella fase acquosa) e l’estratto 

lipolico dei semi al 20% (come fase olio). 

I dati sono stati confrontati con l’infuso delle foglie incluso singolarmente in emulsione al 

5%. 

Formulazione SPF 

Infuso liofilizzato (5%) + Olio dei semi di M. oleifera 1.59 ± 0.06 

Infuso liofilizzato (5%) + Estratto lipolico dei semi di M. oleifera 1.56 ± 0.02 

Infuso liofilizzato (5%)  1.71 ± 

0.02 

 
Tabella 27: Dati SPF per la valutazione dell’effetto booster dell’olio e dell’estratto 

lipolico dei semi di M. oleifera combinati con l’infuso liofilizzato delle foglie al 5%. Ogni 

risultato indicato rappresenta la media di tre piastre analizzate per ogni campione. 
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Non è stato rilevato effetto sinergico/effetto booster tra l’infuso liofilizzato, l’olio e 

l’estratto lipolico.  

 

2.7. TOLLERABILITÀ CUTANEA  

Considerando il fatto che la rilevante attività di un estratto vegetale non ha significato se 

non espressa nel contesto di una opportuna formulazione, è stata testata la tollerabilità 

cutanea e i valori di SPF su formulazioni dermocosmetiche finite.  

Per una valutazione preliminare della tollerabilità cutanea dei prodotti contenenti l'estratto 

di Moringa oleifera, l'emulsione O / W è stata sottoposta a un patch test in occlusione su 

20 volontari. I partecipanti sono stati reclutati tra gli studenti del Dipartimento di Scienze 

della Vita e Biotecnologie, Università di Ferrara (Italia). Il consenso informato è stato 

ottenuto da tutti i partecipanti e lo studio è stato approvato dal comitato etico 

dell'Università di Ferrara (Approvazione da parte del Comitato Etico dell'Università di 

Ferrara (N.1 / 96). 

Questo studio valuta la potenziale reattività cutanea (eritema cutaneo e reazioni di edema) 

che possono verificarsi dopo l'applicazione di un prodotto cosmetico in condizioni 

drastiche per 48 ore in occlusione per valutare se il prodotto topico è sicuro per l'uso da 

parte del consumatore. Gli applicatori contenenti le varie formulazioni da testare, racchiusi 

in celle circolari in alluminio, sono stati applicati ai volontari. Le letture dei risultati del 

test sono state eseguite in due momenti diversi: il primo dopo 15 minuti di applicazione del 

cerotto e il secondo dopo 24 ore da un dermatologo. 

Per la definizione completa di questa analisi, viene fatta la media di tutti i risultati ottenuti 

dai singoli volontari. Questo studio è stato condotto in conformità con le raccomandazioni 

più recenti della Dichiarazione di Helsinki (64th WMA General Assembly, Fortaleza, 

Brazil, October 2013) e ha seguito le linee guida COLIPA “Guidelines for the Assessment 
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of Skin Tolerance of Potentially irritant Cosmetic ingredients”, COLIPA, 1997. Il patch 

test cutaneo è stato eseguito mediante strisce adesive per patch test con una quantità di 

prodotto sufficiente a riempire un disco di test (circa 0,07-0,1 ml) prima dell'applicazione 

occlusa sulla pelle dell'avambraccio di ciascun volontario [68].  

Per tutti i 20 volontari (dati non mostrati), il test del prodotto dermatologico ha prodotto un 

indice medio di irritazione di: 

- 0, 10 (zero, dieci) 15 minuti dopo la rimozione dell'applicatore; 

- 0, 10 (zero, dieci) 24 h dopo la rimozione dell'applicatore. 

Sulla base di questi valori di Minimum Irritation index (MII), secondo la scala di 

valutazione utilizzata, il prodotto può essere classificato come NON IRRITANTE (MII 

<0,5) se applicato sulla pelle umana.  

 

 

2.8. ATTIVITÀ ANTIPROLIFERATIVA SU LINEA CELLULARE DI MELANOMA 

UMANO Colo 38  

Gli effetti antiproliferativi degli estratti di Moringa oleifera ottenuti dai campioni 

provenienti dal Senegal sono stati valutati sulle cellule di melanoma umano Colo38. Negli 

esperimenti condotti, le cellule sono state poste in coltura a una concentrazione di 40.000 

cellule / mL in presenza di concentrazioni crescenti di estratti di Moringa oleifera (0,05, 

0,5, 5, 50 e 500 μg / mL). Il conteggio delle cellule è stato eseguito dopo 48 ore e 72 ore di 

coltura cellulare, quando le cellule sono in fase di crescita. La Tabella 28 indica gli effetti 

antiproliferativi (valori di IC50) degli estratti testati, gli esperimenti sono stati condotti in 

triplicato nelle medesime condizioni. Il valore di IC50 (Inhibitory Concentration 50%) 

rappresenta la concentrazione dell’attivo necessaria per raggiungere un’inibizione pari al 

50% della crescita cellulare. 
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Estratto di Moringa  

oleifera 

Attività antiproliferativa (IC50) 

Estratto metanolico na 

Estratto idroalcolico 30.64 ± 2.37 mM 

Infuso na 

 

Tabella 28: attività antiproliferativa degli estratti di Moringa oleifera ottenuti dai 

campioni Senegal su linea cellulare di melanoma umano Colo-38.  

Esistono studi in letteratura nei quali l'attività biologica di diversi estratti ottenuti da 

campioni di Moringa oleifera di diversa provenienza viene studiata su linee cellulari 

tumorali umane. In uno studio condotto nel 2005 (Lampronti et al.2005) [69] estratti 

etanolici, derivati dalle radici, sono stati analizzati su diverse colture cellulari (lymphoma 

Raji, T lymphocyte Jurkat, eritroleukemia K562, and HEL human cells) e hanno 

dimostrato attività antiproliferativa a concentrazioni nell’intervallo 5–50 μg / mL. Più 

recentemente, è stato dimostrato che un estratto acquoso ottenuto dalle foglie di Moringa 

oleifera è attivo nell'inibire la crescita cellulare di cellule A549 epiteliali alveolari 

cancerose [70]. Inoltre, sono stati studiati estratti ottenuti dai semi per il loro effetto 

antiproliferativo sul carcinoma mammario MCF7 [71] È stata inoltre purificata una lectina 

di semi di Moringa oleifera e la sua attività antiproliferativa è stata studiata nei confronti 

delle cellule di carcinoma di ascite di Ehrlich (EAC), dimostrando un’interessante 

inibizione della crescita cellulare dovuta all'induzione di apoptosi [72].  

Si evince da un’accurata ricerca bibliografica che questa è la prima indagine esistente sui 

possibili effetti antiproliferativi di Moringa oleifera sulle cellule di melanoma Colo 38. Nel 
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presente studio, abbiamo osservato inoltre che l'estratto idroalcolico ottenuto dalle foglie di 

Moringa oleifera è l'unico a possedere interessanti attività antiproliferative su questa linea 

cellulare associate all'attività fotoprotettiva e antiossidante. 
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3. CONCLUSIONI  

Il numero crescente di studi conferma che i prodotti naturali acquistano sempre maggiore 

importanza nell’ambito della formulazione di prodotti dedicati alla fotoprotezione della 

pelle. Durante il percorso di dottorato è stato condotto uno studio approfondito sulla pianta 

Moringa oleifera indagando i suoi potenziali utilizzi in ambito farmaceutico e cosmetico 

valorizzando in particolare le attività biologiche spendibili nell’ambito della protezione 

solare.  

In un primo momento è stato possibile lavorare su campioni della pianta provenienti dal 

Senegal forniti da Baobab Fruit Company Senegal SARL (BFCS, Touba Peycouk BP 826, 

Thies, Senegal). Lo studio è poi continuato su campioni provenienti dal Paraguay forniti da 

MANTIS AGROPY SA (Josè Berges, 988 Asuncion Paraguay), in questa fase è stato 

possibile studiare le attività biologiche della pianta in quattro tempi di raccolta diversi. 

Per quanto riguarda i campioni provenienti dal Senegal tutti gli estratti prodotti, esprimono 

attività antiossidante e attività filtranti UV interessanti principalmente dovuti 

all’abbondanza e alla particolare composizione della frazione polifenolica. L'estratto 

idroalcolico ha mostrato inoltre un importante effetto antiproliferativo nei confronti di 

cellule di melanoma umano Colo 38, che va a completare una rilevante serie di attività 

biologiche chiave nella lotta al fotoinvecchiamento cutaneo e nella prevenzione di varie 

tipologie di neoplasie cutanee. Tutte le emulsioni testate al fine di determinare l’SPF hanno 

presentato un interessante fattore di protezione compatibile in tutti i casi con un SPF 2 e 

attività di filtraggio ad ampio spettro. I campioni sono stati testati in emulsione a 

concentrazione del 5% e del 10%. Non è stato segnalato alcun significativo potenziale 

irritante in un Patch Test. Una caratterizzazione chimica della frazione polifenolica ha 

evidenziato la presenza di cinque attivi: Quercetina, Acido Ellagico, Rutina, Acido 

Clorogenico, Acido Ferulico. Alla luce di questa prima parte dello studio la pianta 

Moringa oleifera appare come un ottimo candidato per un utilizzo nella fotoprotezione e 
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nella lotta all’invecchiamento cutaneo poiché estratti ottenuti dalle foglie, in particolare 

quello idroalcolico, hanno mostrato attività biologiche sfruttabili sinergicamente per 

prevenire o per ridurre i danni indotti dai raggi UV.  

Durante la seconda parte dello studio operata su campioni provenienti dal Paraguay relativi 

a quattro tempi di raccolta diversi, sono state confermate le interessanti attività biologiche 

rilevate precedentemente. In particolare i risultati hanno evidenziato un interessante profilo 

antiossidante nei test DPPH, FRAP, ORAC e PCL soprattutto per quanto riguarda gli 

estratti di Febbraio e l’estratto idroalcolico di Marzo. Tutti i campioni presentano un 

quantitativo di polifenoli elevato, l’estratto idroalcolico di Febbraio e Marzo seguiti 

dall’estratto metanolico di Febbraio hanno il più alto quantitativo di polifenoli. Per quanto 

concerne la caratterizzazione chimica va segnalato che la Quercetina è stata rilevata nei 

soli estratti idroalcolico e metanolico delle foglie raccolte del mese di Maggio. È stata 

testata inoltre l’attività antifungina degli estratti ottenuti dai quattro lotti di materia prima 

nei confronti di sei dermatofiti: Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton 

tonsurans, Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes e Arthroderma 

cajetani alla concentrazione di 100 µg/ml. Dai risultati si evince una buona attività degli 

estratti del mese di Febbraio, Marzo (eccetto l’infuso) e dell’estratto idroalcolico di Aprile 

nei confronti di Epidermophyton floccosum, l’estratto idroalcolico di Aprile ha inoltre 

un’attività simile a quella degli estratti metanolici di Aprile e Maggio verso Arthoderma 

caejetani e Microsporum gypseum. Nessun effetto inibitorio è stato invece riscontrato da 

parte dei dodici campioni nei confronti di Candida albicans tramite valutazione della MIC 

alle 24 e 48 ore. Lo studio dell’SPF in vitro ha fornito risultati compatibili con la prima 

parte dello studio evidenziando dati assimilabili a un SPF 2 a carico di tutte le formulazioni 

testate contenenti concentrazioni del 5% e del 10% degli estratti. 

  



96 

4. MATERIALI E METODI  

 

I reagenti, i solventi e gli standard impiegati sono stati forniti da Sigma-Aldrich, Milano, 

Italia. Il kit ACL per le analisi PCL è stato acquistato da Analytik Jena AG, Jena, Germany. 

Le piastre utilizzate per le misurazioni spettrofotometriche sono piastre di PMMA sand-

blasted acquistate dalla Schonberg GmbH.  

Le analisi sono state eseguite su estratti ricavati dalle foglie essiccate di Moringa oleifera 

provenienti da due diversi fornitori: 

- Foglie di Moringa oleifera raccolte e essiccate in Senegal da Baobab Fruit Company 

Senegal SARL (BFCS, Touba Peycouk BP 826, Thies, Senegal) 

- Foglie di Moringa oleifera raccolte e essiccate in Paraguay fornite dall’impresa MANTIS 

AGROPY SA (Josè Berges, 988 Asuncion Paraguay) appartenenti ai seguenti lotti: FEB 

2017B1; MARZO 2017B1; ABRIL 2017 B2; MAYO 2017 B3. 

 

4.1. STRUMENTI UTILIZZATI  

▪ Rotavapor BUCHI 461 Water Bath, Buchi  

▪ Sonicatore CP104, Vetrotecnica  

▪ Centrifuga CENTRIFUGE PK110, Alc  

▪ Liofilizzatore LIO-5P DIGITAL, Vetrotecnica  

▪ Turboemulsionatore ULTRA-TURRAX® T18 BASIC, Ika  

▪ Spettrofotometro SHIMADZU UV-2600 corredato di una sfera integratrice ISR 2600 

60 mm ed accoppiato ad un software per la determinazione SPF (SPF 

CALCULATOR)  

▪ Simulatore solare Atlas SUNTEST® CPS+, Urai  
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▪ HPLC Agilent 1100 Series, dotato di detector DAD, pompa quaternaria, colonna 

Phenomenex Synergi 4μHydro-RP 80A, 250 x 4,60 mm, 4 micron 1 

▪ PHOTOCHEM®, Analytik Jena AG corredato di software PCLsoft  

▪ Fluorimetro FLUOROSKAN ASCENT FL®, Thermo Scientific  

 

4.2. CEPPI DERMATOFITI E CANDIDA UTILIZZATI. ATTIVITÀ ANTIFUNGINA 

CAMPIONI PARAGUAY 

1. Microsporum gypseum (Iran) CBS 130948 strain  

2. Microsporum canis (Iran) CBS 131110 strain  

3. Trichophyton mentagrophytes (Olanda) CBS 160.66 strain  

4. Trichophyton tonsurans (Olanda) CBS 483.76 strain  

5. Epidermophyton floccosum var. floccosum (Olanda) CBS 358.93 strain  

6. Arthroderma cajetani (Olanda), CBS 495.70 strain  

7. Candida albicans (ATCC 10231) 

Le culture sono state mantenute in laboratorio in slants di agar o su un terreno di coltura 

adatto, cioè, Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Difco), per i dermatofiti. 

 

                                                           

1 Le sezioni nel capitolo materiali e metodi relative agli studi condotti sui campioni di 
Moringa oleifera provenienti dal Paraguay sono state riportate dalla tesi di laurea della 
Dott.ssa Caterina Canella intitolata “Influenza della stagionalità sulle proprietà̀ 
antiossidanti, UV filtranti ed antifungine di estratti di Moringa oleifera del Paraguay”  
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4.3. PREPARAZIONE DEGLI ESTRATTI CAMPIONI PARAGUAY E SENEGAL 

 

4.3.1. PREPARAZIONE DELL’INFUSO  

10 g di foglie essiccate sono state polverizzate grazie all’impiego di un mortaio ed un 

pestello e successivamente sono state lasciate in infusione per 30 minuti in 150 mL di 

acqua deionizzata precedentemente portata ad ebollizione.  

Sono state effettuate due filtrazioni:  

- una su filtro Büchner 

- una su filtro Gooch 

Il filtrato è stato successivamente liofilizzato.  

 

4.3.2. PREPARAZIONE DELL’ESTRATTO IDROALCOLICO  

10 g di foglie essiccate sono state polverizzate grazie all’impiego di un mortaio ed un 

pestello. Sono stati aggiunti alle foglie polverizzate 200 mL di solvente EtOH/H2O nella 

proporzione 7:3. Il tutto è stato lasciato in agitazione magnetica a temperatura ambiente 

per 60 minuti; è stata poi eseguita la filtrazione su filtro Büchner. L’estratto ottenuto è 

stato essiccato tramite Rotavapor.  

 

4.3.3. PREPARAZIONE DELL’ESTRATTO METANOLICO  

5 g di foglie essiccate sono state polverizzate grazie all’impiego di un mortaio ed un 

pestello. Sono stati aggiunti alle foglie polverizzate 100 mL di solvente MeOH. Il tutto è 

stato sonicato un’ora a 40°C ed alla potenza dell’80% dopodiché è stato centrifugato (3500 

rpm per 9 minuti) ed eliminato il surnatante. La parte restante, a cui sono stati aggiunti 100 

mL di solvente MeOH, è stata sottoposta ad un secondo ciclo di sonicazione di un’ora a 

40°C e all’80%, ed è stata ripetuta la centrifugazione con eliminazione del surnatante. Il 

surnatante totale prelevato è stato portato a secco tramite Rotavapor.  

https://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjM4tqKh-3VAhWBWRQKHR3jB40QjhwIBQ&url=https%253A%252F%252Fit.wikipedia.org%252Fwiki%252FFiltro_B%2525C3%2525BCchner&psig=AFQjCNGph7s3zEeBYtmimPz_IZf6LN9Tdg&ust=1503567363178135
https://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjM4tqKh-3VAhWBWRQKHR3jB40QjhwIBQ&url=https%253A%252F%252Fit.wikipedia.org%252Fwiki%252FFiltro_B%2525C3%2525BCchner&psig=AFQjCNGph7s3zEeBYtmimPz_IZf6LN9Tdg&ust=1503567363178135
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4.3.4. ESTRAZIONE DELL’OLIO DAI SEMI CAMPIONI SENEGAL 

L’estrazione è stata effettuata con un apparato Soxhlet. I semi non decorticati sono stati 

polverizzati con un mortaio ed un pestello fino ad ottenere una polvere fine che è stata 

successivamente pesata. Il campione è stato caricato all’interno della cartuccia Soxhlet. 

Sono stati versati all’interno di un pallone da 1L 400 mL di solvente (etere di petrolio). È 

stato utilizzato un mantello riscaldante per avviare il processo di estrazione che ha avuto 

una durata complessiva di circa 6 ore. Una volta terminata l’estrazione, il solvente è stato 

fatto evaporare tramite rotavapor.  

 

4.3.5. PREPARAZIONE DELL’ESTRATTO LIPOLICO DEI SEMI CAMPIONI 

SENEGAL 

Sono stati dispersi 2 g di semi polverizzati mediante l’impiego di mortaio e pestello, in 40 

g di olio di girasole, successivamente sonicati a temperatura ambiente per 30 minuti. L’olio 

è stato successivamente filtrato. 

 

4.4. TEST ATTIVITÀ ANTIOSSIDANTE  

 

4.4.1. TEST DPPH 

4.4.1.1. PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE DEL RADICALE DPPH 

Si preparano le soluzioni del radicale DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil radicale) mettendo 

in un matraccio da 100 mL 4 mg del radicale sotto agitazione magnetica al riparo dalla 

luce per circa 30 minuti. 

 

4.4.1.2. PREPARAZIONE E DILUIZIONI DEL TROLOX PER LA COSTRUZIONE 

DELLA RETTA DI CALIBRAZIONE 

Si prepara una soluzione di Trolox 1mg/1mL di metanolo che viene diluta con una 
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diluzione 1:2. 

Da tale diluizione vengono prelevati i seguenti volumi: 

- 125 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

- 100 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

- 75 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

- 50 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

- 25 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

- 10 μL diluiti a 2 ml con metanolo 

Vengono poi prelevati 750 μL da ogni diluizione alla quale vengono aggiunti 1,5 μL di 

soluzione di DPPH. 

 

4.4.1.3. PREPARAZIONE DEI CAMPIONI DA ANALIZZARE 

E' stata preparata una soluzione madre del campione per poi effettuare dei prelievi a 

volumi scalari in modo tale da avere un range di concentrazione da fornire percentuali di 

inibizione del radicale comprese tra il 10% ed il 90% al fine di ottenere la concentrazione 

di campione che inibisce il 50% del radicale DPPH (IC50 espressa in μg/ml). Ogni 

campione viene testato in triplicato. 

Vengono poi prelevati 750 μl di campione diluito alla quale vengono aggiunti 1,5 μl di 

soluzione di DPPH. L'operazione viene ripetuta due volte per tutte le diluizioni effettuate. 

 

4.4.1.4. PREPARAZIONE DEL CONTROLLO 

In una provetta vengono aggiunti 750 μL di metanolo e 1,5 mL di soluzione di DPPH. 

Le soluzioni vengono tenute al riparo dalla luce per 30 minuti. Trascorsi i 30 minuti viene 

misurata l'assorbanza dei campioni alla lunghezza d'onda di 517 nm grazie all'impiego di 

uno spettrofotometro. 
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4.4.2. TEST FRAP  

4.4.2.1.  PREPARAZIONE SOLUZIONI  

- Soluzione tampone: vengono disciolti 3,1 g di CH3COONa in 16 mL di CH3COOH da 

portare al volume di 1L con acqua demineralizzata; si verifica che il pH sia 3,6;  

- Soluzione di HCl 40 mmol/L: vengono prelevati 3,3 mL di HCl concentrato 37% e 

portati al volume di 1 L con acqua demineralizzata;  

- TPTZ 10 mmol/L in 40 mmol/L di HCl: vengono disciolti 31,23 mg di 2,4,6-tri(2-

piridil)-5-triazina (TPTZ) in 10 mL di HCl 40 mmol/L;  

- FeCl3·6H2O 20 mmol/L: vengono disciolti 5,406 g di FeCl3·6H2O con acqua 

demineralizzata e portati al volume di 1L;  

- Soluzione FRAP: si miscelano 25 mL della soluzione tampone con 2,5 mL di TPTZ e 2,5 

mL di FeCl3·6H2O. Questo reagente va preparato fresco ogni volta e conservato in stufa a 

37°C per il tempo di preparazione dei campioni; 

- Standard: si pesano 7 mg di Trolox® e si aggiungono 10 mL di metanolo. 

 

4.4.2.2. PREPARAZIONE E DILUIZIONI DEL TROLOX PER LA COSTRUZIONE 

DELLA. RETTA DI CALIBRAZIONE 

Si costruisce una retta di taratura dello standard (anche in questo caso viene utilizzato il 

Trolox®. Partendo dalla soluzione Standard precedentemente preparata, si eseguono i 

seguenti prelievi: 

- 250 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo;  

- 125 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 100 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 75 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 50 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 40 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 
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- 30 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 25 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo; 

- 20 μL di Trolox® diluiti a 1 mL con metanolo. 

 

4.4.2.3. PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 

I campioni in esame sono stati solubilizzati in opportuno solvente in modo da individuare 

un range entro il quale è possibile valutare al meglio il potere antiossidante del campione. 

 

4.4.2.4. REAZIONE 

- Campioni: a 100 μL di campione diluito in una provetta vengono aggiunti 1,9 mL di 

FRAP. Si ripete l’operazione per tutte le diluizioni fatte; 

- Controllo: in una provetta a 100 μL di metanolo vengono aggiunti 1,9 mL di FRAP. 

I campioni vengono conservati al buio a 37°C. Trascorsi 10 minuti, si misura l’assorbanza 

dei campioni alla lunghezza d’onda di 593 nm tramite uno spettrofotometro UV-Vis. 

 

4.4.3. ANALISI PCL  

La strumento utilizzato per questa tipologia di analisi è il PHOTOCHEM®, Analytik Jena 

AG. 

L'analisi è suddivisa in due fasi: 

- la prima fase consiste nella misurazione del bianco e nella costruzione della retta di 

calabrazione mediante soluzioni a concentrazione nota dello standard Trolox® 

- nella seconda fase viene misurato il potere antiossidante dei campioni da analizzare. 

 

4.4.3.1. PREPARAZIONE SOLUZIONI 

Standard: 500 mL di Reagente 1 (KIT ACL) vengono addizionati in una provetta al 

Trolox® (Reagente 4, KIT ACL) e mescolati per 20-30 s con vortex a temperatura 
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ambiente. Le soluzioni ottenute sono diluite 1:100 con il Reagente 1. 10 mL di questa 

soluzione di lavoro comprendono 1 nmol di Trolox® come standard di calibrazione. Le 

misure, ripetute in duplicato, vengono effettuate usando 5, 10, 20, 25 mL del campione;  

 

Campioni: una quantità esattamente pesata degli estratti viene sciolta in 5 mL di MeOH e 

mescolata per 1 minuto in vortex a temperatura ambiente. La soluzione ottenuta viene 

diluita con il Reagente 1 del KIT ACL. A 10 mL di soluzione contenente il campione sono 

stati aggiunti i tre reagenti del kit ACL: 

- 2,3 mL di Reagente 1 (diluente, solvente) 

- 200 μL di Reagente 2 (soluzione tampone) 

- 25 μL di Reagente 3 (Luminol) 

Per ciascun campione le misure sono state ripetute almeno tre volte. La capacità 

antiossidante è stata espressa in mmoli di Trolox® che forniscono una capacità 

antiossidante equivalente ad un grammo di campione in esame. 

 

4.4.3.2. PRINCIPIO DELLA VALUTAZIONE DELLA CURVA DI MISURA 

In un primo passaggio si determina l’integrale sotto la curva. Viene misurata la differenza 

tra l'integrale del bianco (B) e la curva del campione (S): 

 

Il valore dell’inibizione è il rapporto tra la differenza dell’integrale bianco-campione e 

l’integrale del bianco: 

 

Questi calcoli vengono eseguiti automaticamente dal software PCLsoft. 
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4.4.4. TEST ORAC  

4.4.4.1. PREPARAZIONE SOLUZIONI 

- Buffer fosfato (PBS): si miscelano 925 mL di acqua deionizzata e 75 mL di buffer fosfato 

soluzione 1M; si porta il pH a 7.4-7.44 con HCl 3N; 

- Fluoresceina: si pesano 0,094 g di fluoresceina e si aggiungono ad 1 litro di soluzione di 

PBS, si aliquota e si conserva in freezer; si scongela un’aliquota per ogni piastra e si 

prelevano 9,53 μL; si aggiunge acqua deionizzata fino ad un volume di 14 mL; 

- Standard: si prepara la soluzione standard di Trolox® e si pesano 25 mg da sciogliere in 5 

mL di PBS; si agita con vortex per un minuto e si sonica 5 minuti al 60% a temperatura 

ambiente. 

- Soluzione AAPH: si miscelano 0,381 ± 0,001 g di AAPH con 10 ml di PBS 

 

4.4.4.2. PREPARAZIONE CAMPIONI 

I campioni sono stati solubilizzati utilizzando metanolo o metanolo/acqua, solvente 

compatibile con il test. Le soluzioni sono state tutte agitate con vortex e, in alcuni casi, 

anche sonicate per facilitare il processo di solubilizzazione. 

 

4.4.4.3. DILUIZIONI DEL TROLOX® 

Diverse concentrazioni di Trolox® (40-240 μM) sono state preparate diluendo una 

soluzione 20 mM dello standard con buffer fosfato (PBS), a pH neutro. Qui di seguito sono 

riportate le diluizioni del Trolox® (2, 4, 6, 8, 10 nmol Trolox®): 

- 10,02 μL di Trolox che si portano a 5 ml con PBS; 

- 20,08 μL di Trolox che si portano a 5ml con PBS 

- 30,18 μL di Trolox che si portano a 5 ml con PBS; 

- 40,32 μL di Trolox che si portano a 5 ml con PBS; 

- 50,51 μL di Trolox che si portano a 5 ml con PBS. 
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4.4.4.4. DILUIZIONI DEI CAMPIONI 

Dalle soluzioni madre di ciascun composto si è prelevato il volume calcolato all’inizio 

dell’analisi e portato a 10 ml con PBS. Da questa prima soluzione si sono effettuate quattro 

diluizioni scalari per ottenere le cinque concentrazioni da analizzare. 

 

4.4.4.5. PREPARAZIONE DELLA PIASTRA 

Per l’analisi si sono utilizzate piastre a 96 pozzetti a fondo nero. 

In ogni pozzetto, si piastrano: 100 μL di soluzione di fluoresceina e 50 μL di campione 

(Trolox®, composto da analizzare o bianco (PBS)). 

La piastra viene posta in un fluorimetro (Fluoroskan Ascent FL®), incubata per 30 minuti 

a 37°C e sottoposta a lettura della fluorescenza. Dopo 30 minuti di incubazione l’AAPH 

viene aggiunto automaticamente a tutti i pozzetti attraverso l’iniettore dello strumento. 

Sempre all’interno dello strumento, la piastra viene agitata alla massima intensità per 5-10 

secondi, in modo da mescolare accuratamente il contenuto dei pozzetti. 

Immediatamente dopo l’aggiunta dell’iniziatore radicalico, la fluorescenza dei pozzetti 

contenenti il campione e lo standard viene monitorata cineticamente per 14 ore da 

Fluoroskan Ascent FL® con una λ di eccitazione di 485 nm e una λ di emissione di 528 

nm. 

 

4.5.  RICERCA DEL CONTENUTO TOTALE DI POLIFENOLI: TEST DI FOLIN-

CIOCALTEAU  

4.5.1. PREPARAZIONE SOLUZIONI 

- Soluzione di Na2CO3 al 20%: sciogliere 200g di carbonato di sodio anidro in 800 mL di 

acqua bollente, trascorse 24 ore, filtrare e portare a volume di 1L con acqua 

demineralizzata. 

- Standard: sciogliere 0,05g di acido gallico in 1 mL di etanolo e portare a volume di 9 
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mL con acqua demineralizzata. 

Partendo dalla soluzione Standard precedentemente preparata, si eseguono i seguenti 

prelievi: 

- 100 μL che si portano a 10 mL con H20 

- 300 μL che si portano a 10 mL con H20 

- 500 μL che si portano a 10 mL con H20 

- 700 μL che si portano a 10 mL con H20 

- 800 μL che si portano a 10 mL con H20 

- 1 mL che si portano a 10 mL con H20 

- 1,5 mL che si portano a 10 mL con H20 

- 2 mL che si portano a 10 mL con H20 

 

4.5.2. DILUIZIONI 

Per ogni campione è necessario individuare un range di concentrazioni entro il quale è 

possibile valutare al meglio il contenuto di polifenoli nel campione. 

 

4.5.3. REAZIONE 

Miscelare nell’ordine: 

- 1,58 mL di acqua demineralizzata 

- 20 μL di campione 

- 100 μL del reattivo Folin-Ciocalteau 

- Attendere 5 minuti e successivamente aggiungere 300 μL di Na2CO3 

Prima di effettuare le letture spettrofotometriche si attendono 90 minuti, ovvero il tempo di 

reazione. Viene costruita la retta di calibrazione con le soluzioni di acido gallico a diversa 

concentrazione e si misura allo strumento l'assorbanza dei campioni alla lunghezza d'onda 

di 765 nm. 
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4.6. CARATTERIZZAZIONE CHIMICA FRAZIONE POLIFENOLICA  

L'analisi è stata effettuata mediante HPLC Agilent 1100 Series, dotato di detector DAD, 

pompa quaternaria, colonna Synergi Hydro-RP 80°, 250 x 4,60 mm, 4 micron, 

Phenomenex.  

Il metodo messo a punto per gli estratti e gli infusi delle foglie di M. oleifera prevede 

un'analisi a gradiente di 22 minuti, ad un flusso di 1,2 mL/min utilizzando i seguenti 

solventi: 

- solvente A: H2O + 0,01M di H3PO4  

- solvente B: CH3CN + 0,01M di H3PO4 

secondo la metodica indicata nella seguente tabella: 

Tabella 29 

Tempo (min) %B Flusso Max Press (atm) 

0 10 1.2 400 

5 20 1.2 400 

10 20 1.2 400 

20 80 1.2 400 

22 10 1.2 400 

 
 

Si sono voluti individuare i composti noti che costituiscono la componente polifenolica del 

fitocomplesso (Acido Nicotinico, Acido Ellagico, Rutina, Acido Clorogenico, Acido 

Ferulico, Quercetina), iniettando inizialmente solo gli standard di tali composti. 

Gli estratti idroalcolici e metanolici, opportunamente pesati, sono stati sciolti in MeOH, gli 
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infusi in una miscela MeOH-H2O 1:1, al fine di ottenere le soluzioni da iniettare all’HPLC 

previa filtrazione su filtro 0,45 micron. 

 

4.7. ANALISI ANTIFUNGINE  

 

4.7.1. TEST SU DERMATOFITI  

4.7.1.1. Protocollo per la preparazione di colture di dermatofiti 

Il terreno SDA (Sabouraud Dextrose Agar) viene sciolto in acqua demineralizzata secondo 

la proporzione di 65 g/L su piastra riscaldante. Dopo completo scioglimento a caldo si 

pone in autoclave a 120 °C per 20 minuti al fine di renderlo sterile. 

Dopo che il terreno è uscito dall’autoclave ed ha raffreddato leggermente, ma senza 

solidificare, viene aliquotato nelle piastre Petri, circa 25mL per ognuna. Il tutto avviene 

sotto cappa sterile a flusso laminare in modo da mantenere un ambiente ideale alla crescita 

dei soli dermatofiti senza contaminazioni esterne. 

Dopo questa operazione si può procedere al trapianto dei funghi nelle piastre con il terreno 

appena solidificato. Per questa operazione viene prelevato, mediante foratappi, un disco di 

micelio da una madre fungina preesistente e posizionato sul terreno. Tuttavia, prima di 

poter procedere al trapianto bisogna stendere sul terreno, per ogni piastra, un foglietto di 

cellophane di diametro di poco inferiore alla piastra. Le piastre con i trapianti vengono 

lasciate a temperatura ambiente per un paio di giorni prima di trasportare i foglietti su 

terreno trattato. Questa fase viene effettuata per verificare che il micelio sia effettivamente 

vitale.  

 

4.7.1.2. Protocollo per la preparazione del terreno trattato 

Una volta verificato che il micelio, per ogni piastra, sia capace di crescere, si può 

procedere con la preparazione del terreno trattato, ovvero del classico terreno SDA ma con 
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l’aggiunta delle sostanze da trattare. Gli estratti e gli infusi da analizzare sono sciolti in 

DMSO che, a bassa concentrazione, non influenza la crescita dei dermatofiti.  

La concentrazione testata, per ogni sostanza, è di 100 μg/mL e, dunque, Per ciascun 

dermatofita sono state preparate:  

- Due piastre di controllo, in cui si ha il terreno SDA con DMSO, cioè il solvente in cui è 

stato disciolto il campione per la preparazione delle due concentrazioni; 

- Due piastre di terreno SDA con la concentrazione di 100 μL/mL per ogni composto.  

 

4.7.1.3. Protocollo per il trasporto dei funghi, osservazione e misurazione della  

crescita  

Una volta che le nuove piastre con il terreno trattato sono pronte si procede al trasporto 

delle piastre di crescita iniziali. Mediante l’ausilio di pinze sterili, i foglietti di cellophane 

su cui i trapianti hanno cominciato a crescere, sono letteralmente trasportati sulle nuove 

piastre, in condizioni di sterilità. 

Dal giorno del trasporto, ovvero il giorno 0, viene effettuata un’Osservazione quotidiana 

delle piastre al fine di valutare la crescita, ma anche l’eventuale contaminazione, dei 

miceli.  

Viene inoltre effettuata, nell’arco di sette giorni, la misura della crescita diametrale del 

fungo in mm. 

Al termine di questo periodo è possibile determinare la crescita del fungo piuttosto che la 

percentuale di inibizione sulla crescita del fungo che la sostanza in analisi ha mostrato. 

La percentuale di inibizione rispetto al controllo viene calcolata secondo la seguente 

equazione:  
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Percentuale di inibizione relativa (%) = [(Dex – Dex1) /Dex] × 100%  

Dove Dex è il diametro del micelio nel controllo e Dex1 è il diametro del micelio misurato 

nelle piastre dell’esperimento alle diverse concentrazioni.  

 

4.7.2 TEST SU CANDIDA ALBICANS: PROTOCOLLO INTERNO  

Per prima cosa, nel protocollo anti-Candida si procede alla Preparazione della Candida: 

una piastra Petri con Candida albicans in coltura viene lasciata a temperatura ambiente per 

24 ore. Si procede quindi con la preparazione di una sospensione cellulare di Candida 

albicans prelevando con un’ansa le colonie dalla piastra Petri e stemperandole in una 

falcon contenente 5 ml di H2O sterile.  

Si procede alla Taratura della Candida secondo protocollo ed, in particolare, è necessario 

ottenere una densità pari a 0,5 unità McFarland della stessa in soluzione acquosa come 

previsto dalla NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards).  

Si esegua una lettura UV della soluzione a 600 nm e, una volta ottenuto un valore di 

assorbanza tra 0,08 e 0,1 si potrà procedere preparando Candida albicans a quella data 

concentrazione in acqua e diluendola successivamente 1:100 nel terreno RPMI in modo da 

ottenere una concentrazione finale di 2.5 x 103 cells·mL-1. 

Dopodiché viene Preparato il Buffer da utilizzare, costituito da: 

• Terreno RPMI che funge da solvente, in questo frangente; 

• MOPS ovvero acido 3-(N-morfolino) propansolfonico che rende il terreno un vero e 

proprio buffer e, aggiunto in quantità tale, da avere una soluzione 0,165M; 

• Tween 80 come tensioattivo per rendere maggiormente solubili nel buffer le sostanze 

da testare e aggiunto allo 0,001%. 
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Il buffer deve essere sterilizzato e, per questa operazione, lo si filtra in condizioni di 

sterilità con siringa con membrana millipore.  

Il buffer addizionato di Tween 80 servirà come controllo negativo, ad indicare le 

condizioni visive in cui non si ha crescita di Candida.  

Infine, si passa alla Composizione della Piastra a 96 pozzetti composta di 8 file e 12 

colonne nelle quali avremo: 

• Colonne 1-10 contenenti i campioni da testare a diverse concentrazioni. In particolare 

ci saranno 20µL di campione, disciolto nel buffer, per pozzetto + 180µL di buffer con 

Candida; 

• Colonna 11 contenente il controllo positivo dell’esperimento, ovvero 200µL di buffer 

con Candida in crescita nel tempo; 

• Colonna 12 contenente il controllo negativo dell’esperimento, ovvero 200µL di buffer 

senza Candida. 

Le piastre vengono chiuse e avvolte con la stagnola. Il tutto viene conservato in stufa a 

37°C per 24 e 48 ore alle quali si andranno a rilevare le MIC. 
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4.8. FORMULAZIONI EMULSIONI O/A PER ANALISI SPF  

Tabella 30: Formulazione O/A utilizzata per analisi SPF  

 MATERIE PRIME INCI Range 

valori  

 FASE I   

 Acqua  Aqua q.b 

 Glicerina  Glycerin 0.05-0.1 

 Keltrol CG-T Xantham-gum 0.1-0.2 

 Euxyl PE9010 Phenoxyethanol,Ethylhexylglycerin 0.5-1 

 FASE II    

 Olivoil emulsifier Potassium olivoyl hydrolyzed wheat  4-6 

 Cetearyl alcohol  Cetearyl alcohol 1-2 

 Myritol 331 Cocoglycerides 6-7 

 Cetiol C5 Coco-caprylate  6-7 

 FASE III   

 Moringa oleifera - 5 o 10 

 Totale (tutte le fasi)  100 
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(PREPARAZIONE FASE ACQUOSA): sono stati pesati i componenti della fase acquosa e 

aggiunti in successione all’interno di un becker: acqua, glicerina portati a 60°C. Tramite 

turboemulsore è stato aggiunto Euxyl PE9010 e Xanthan gum.  

Fase II (PREPARAZIONE FASE OLEOSA): sono stati pesati i componenti della fase 

oleosa all’interno di un becker Coco–caprylate e Cocoglycerides e portati a 70 °C.  

Utilizzando il turboemulsore ULTRA-TURRAX®, alla fase acquosa è stata aggiunta 

lentamente la fase oleosa ed è stato infine aggiunto il campione di Moringa oleifera sotto 

agitazione. È stato infine controllato il pH e portato a 6 con soda al 10 % p/V.  

Con questa formula base sono stati formulati: 

• Estratto idroalcolico Moringa campioni Senegal al 5% 

• Estratto idroalcolico Moringa campioni Senegal al 10% 

• Estratto metanolico Moringa campioni Senegal al 5% 

• Estratto metanolico Moringa campioni Senegal al 10% 

• Infuso liofilizzato Moringa campioni Senegal al 5% 

• Infuso liofilizzato Moringa campioni Senegal al 10% 

• Estratto idroalcolico Moringa al 5% di Febbraio / Marzo / Aprile / Maggio  

• Estratto metanolico Moringa al 5% di Febbraio / Marzo / Aprile / Maggio 

• Infuso Moringa al 5% di Febbraio / Marzo / Aprile / Maggio 

• Infuso Moringa Febbraio al 10% 

• Estratto idroalcolico Moringa Febbraio al 10% 

• PARSOL MCX, filtro UVB 3% 

• Emulsione base  

• Avobenzone 5% 

• Avobenzone al 5% + Estratto idroalcolico Moringa Febbraio 5% 

• Avobenzone al 5% + Octocrylene 5% 

• Avobenzone al 5% + Estratto metanolico Moringa Febbraio 5% 
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• Avobenzone al 5% + Infuso Moringa Febbraio 5% 

La formula è stata fatta anche utilizzando al posto dell’H2O direttamente l’infuso ricavato 

dalle foglie di Moringa oleifera di Febbraio 2017 e sono stati formulati: 

▪ Base con infuso + PARSOL MCX 3% 

▪ Base con infuso + Estratto idroalcolico Moringa Febbraio al 10% 

▪ Base con infuso + Infuso Moringa Febbraio al 5%  

▪ Emulsione base  

 

4.9. ATTIVITÀ ANTIPROLIFERATIVA SU HUMAN MELANOMA COLO38 CELL 

LINE  

Cellule di melanoma umano Colo 38 sono state poste in coltura in un'atmosfera umidificata 

con una concentrazione di CO2 pari al 5% in medium RPMI-1640 (Lonza, Verviers, 

Belgio) integrato con siero bovino fetale al 10% (FBS; Biowest, Nuaillé, Francia), 50 unità 

/ mL di penicillina (Lonza, Verviers, Belgio) e 50 μg / mL di streptomicina (Lonza, 

Verviers, Belgio). 

 

4.9.1. SAGGI DI PROLIFERAZIONE CELLULARE 

Le cellule Colo 38 sono state poste in coltura (40.000 cellule / mL) in piastre da 24 

pozzetti in medium RPMI in presenza di FBS al 5%. Gli estratti idroalcolico, metanolico e 

infuso ottenuti dai campioni di Moringa oleifera Senegal sono stati aggiunti in diluizioni 

seriali al fine di ottenere diverse concentrazioni (0,05, 0,5, 5, 50 e 500 μg / mL) e incubati 

per altri 4 giorni. Dopo 48 e 72 ore, le cellule sono state raccolte, sospese in soluzione 

fisiologica e contate con un Coulter Counter (Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA). Il 

numero di cellule / mL è stato determinato come IC50 dopo 2-3 giorni di coltura quando le 

cellule non trattate si trovano nella fase logaritimica della crescita cellulare. 
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L'estratto metanolico derivato da foglie di Moringa oleifera è stato solubilizzato in MeOH 

per preparare lo stock e le soluzioni di lavoro. L'estratto idroalcolico di foglie è stato 

solubilizzato in acqua. L’infuso liofilizzato è stato solubilizzato in acqua. 
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5. PUBBLICAZIONI PRODOTTE DURANTE IL PERIODO DI DOTTORATO 

Sintesi dell’attività di ricerca svolta durante il dottorato. Metodologia, obiettivi, risultati 

ottenuti etc. 

Articolo 1  

Radice M., Tasambay A., Pérez A., Diéguez-Santana K., Sacchetti G., Buso P., Buzzi R., 

Vertuani S., Manfredini S., Baldisserotto A. Ethnopharmacology, phytochemistry and 

pharmacology of the genus Hedyosmum (Chlorantaceae): A review Journal of 

Ethnopharmacology 244 (2019) 111932 https://doi.org/10.1016/j.jep.2019.111932 

Rilevanza etnofarmacologica: il genere Hedyosmum (famiglia: Chloranthaceae) 

rappresenta un'interessante fonte di composti attivi, si è ritenuto pertanto interessante 

avviare una fase di ricerca su fonti bibliografiche al fine di definire eventuali spazi di 

ricerca. Le 45 specie di questo genere sono diffuse nell'America del Sud e, in misura 

minore nel sud-est asiatico (Cina meridionale e Malesia occidentale) e sono utilizzate in 

pratiche mediche tradizionali. I dati disponibili in letteratura negli ultimi anni sono stati 

organizzati e confrontati. 

Il lavoro condotto ha portato alla stesura di una review che costituisce una valutazione 

critica delle conoscenze relative a usi tradizionali e fitochimica delle specie appartenenti al 

genere Hedyosmum, volta a suggerire ulteriori strategie di ricerca e facilitare lo 

sfruttamento del potenziale terapeutico delle specie Hedyosmum nel trattamento di 

patologie e disturbi nell’uomo. La review consiste in una panoramica della letteratura 

scientifica riguardante il genere Hedyosmum comprendendo lavori pubblicati tra il 1965 e 

il 2018. Inoltre, è stato preso in considerazione anche un testo più antico, datato 1843, 

relativo agli usi tradizionali di H. bonplandianum Kunth. Diversi database (Francis & 

Taylor, Google Scholar, PubMed, SciELO, SciFinder, Springer, Wiley e The Plant List 

Database) sono stati usati per eseguire il lavoro. 
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Risultati: sedici specie del genere Hedyosmum sono state indicate come rimedi tradizionali 

e vengono riportate numerose pratiche mediche tra cui il trattamento del dolore, della 

depressione, dell'emicrania e del mal di stomaco. Cinque specie sono utilizzate come 

agenti aromatizzanti. Flavonoidi, neolignani, lattoni sesquiterpenici, monoterpeni e derivati 

dell'acido idrossicinnamico, sono stati segnalati come i composti più importanti riscontrati 

in queste specie. Studi recenti hanno dimostrato che le specie appartenenti al genere 

Hedyosmum possiedono promettenti proprietà biologiche, quali effetti analgesici, 

antinocicettivi, antidepressivi, ansiolitici, sedativi e ipnotici. Esistono inoltre studi 

preliminari riguardanti le attività antibatteriche, antiossidanti antifungine di queste piante, 

nonché le loro attività citotossiche contro diverse linee di cellule tumorali. Alcuni composti 

attivi del genere Hedyosmum sono stati usati come punto di partenza per lo sviluppo di 

molecole sintetiche.  

Conclusioni: la review conferma in parte la validità di alcuni degli usi tradizionali delle 

specie Hedyosmum citando studi preclinici che hanno dimostrato effetti antinocicettivi e 

neuroprotettivi. Le attività citotossiche e antibatteriche degli oli essenziali ottenuti da 

Hedyosmum brasiliense e Hedyosmum sprucei meritano ulteriori approfondimenti. Dai 

risultati della ricerca condotta possiamo affermare che questo genere merita ulteriori 

ricerche dal punto di vista etnofarmacologico e tossicologico. Questa ricerca rappresenta la 

base di partenza del progetto di ricerca di Angelica Tasambay che inizia quest’anno il suo 

percorso di dottorato presso il nostro gruppo di ricerca. 
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Articolo 2 

Rubini S., Strano Rossi S., Mestria S., Odoardi S., Chendi S., Poli A., Merialdi G., 

Andreoli G., Frisoni P., Gaudio R. M., Baldisserotto A., Buso P., Manfredini S., Govoni 

G., Barbieri S., Centelleghe C., Corazzola G., Mazzariol S., Locatelli C. A. A Probable 

Fatal Case of Oleander (Nerium oleander) Poisoning on a Cattle Farm: A New 

Method of Detection and Quantification of the Oleandrin Toxin in Rumen. Toxins 

2019, 11(8), 442; https://doi.org/10.3390/toxins11080442 

 

L'oleandro (Nerium oleander) è una pianta ornamentale comune nelle regioni tropicali e 

subtropicali che sta diventando sempre più diffusa anche nelle regioni temperate. 

L'avvelenamento da oleandro può verificarsi sia nell’animale che nell'uomo. I principali 

composti attivi contenuti nella pianta sono i glicosidi cardioattivi appartenenti alla classe 

dei cardenolidi che risultano tossici per molte specie, dall'uomo agli insetti. Questo lavoro 

descrive un caso di avvelenamento da oleandro che si è verificato in un piccolo 

allevamento e ha provocato la morte di sei animali. Vengono descritte le metodiche di 

determinazione e quantificazione dei composti responsabili dell’avvelenamento, con 

particolare attenzione alla caratterizzazione e quantificazione della tossina oleandrina che è 

stata individuata in campioni di foraggio e rumine. L'innovazione apportata da questo 

studio è la descrizione di una metodica di rilevazione e quantificazione della tossina 

oleandrina mediante liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (LC-

HRMS). In questo studio mi sono occupato della fase di messa a punto del metodo di 

estrazione ed ho seguito la parte di caratterizzazione analitica. 
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Articolo 3 

Buso P., Manfredini S., Ahmadi-Ashtiani H. R., Sciabica S., Buzzi R., Vertuani S. 

Baldisserotto A. Iranian medicinal plants: from Ethnomedicine to modern studies  

Status: Submitted to Medicina in data 09.01.2020 

 

L'Iran ha un ricco e variegato patrimonio culturale costituito da una complessa medicina 

tradizionale profondamente radicata nella storia del territorio che risale alle civiltà Assira e 

Babilonese. Le pratiche etnomediche che possono essere identificate oggigiorno derivano 

dall'esperienza della popolazione locale che ha sviluppato rimedi contro una vasta gamma 

di malattie tramandando la conoscenza di generazione in generazione nel corso dei 

millenni. Le pratiche mediche tradizionali rappresentano un'importante fonte di ispirazione 

per lo sviluppo di nuovi farmaci e strategie terapeutiche. In questo contesto risulta 

importante determinare lo stato dell'arte degli studi etnomedici riguardanti il territorio 

iraniano e degli studi scientifici moderni relativi a piante utilizzate nella medicina 

tradizionale iraniana. Nella review prodotta sono stati riportati dati riguardanti 245 piante 

utilizzate in pratiche etnomediche iraniane e studi scientifici condotti su 89 piante raccolte 

nel territorio iraniano. Tutti gli studi scientifici riportati traggono ispirazione dalla 

medicina tradizionale. L'Organizzazione mondiale della sanità ha ripetutamente sollecitato 

un'intensificazione dei processi scientifici di convalida delle medicine tradizionali intese 

come un importante contributo alla salute pubblica in varie parti del mondo. Il processo di 

studio e validazione delle pratiche etnomediche iraniane sembra essere in una fase iniziale. 

Questa ricerca rappresenta la base di partenza del progetto di Ahmadi-Ashtiani che inizia a 

Febbraio il suo percorso di Specializzazione in collaborazione con il nostro gruppo di 

ricerca. 
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Articolo 4 

Ahmadi-Ashtiani H. R., Bishe P., Manfredini S., Buso P., Baldisserotto A. Stem cells as a 

target for the delivery of active molecules to skin by topical administration  

Status: Submitted to International Journal of Molecular Sciences in data 31.01.2020 

 

Le cellule staminali cutanee hanno suscitato grande attenzione nel campo della medicina 

rigenerativa come potenziali target per il trattamento di disturbi della pelle, dei capelli e 

vari tipi di tumori della pelle. Le cellule staminali cutanee svolgono un ruolo chiave in 

diversi processi come il rinnovamento delle strutture della pelle in condizioni di omeostasi 

e dopo lesioni, la crescita del follicolo pilifero e la produzione di melanociti. Pertanto 

risulta importante mettere a punto strategie per raggiungere efficacemente le cellule 

staminali presenti nelle strutture cutanee con interventi terapeutici che spesso coinvolgono 

molecole attive con caratteristiche non favorevoli all'assorbimento cutaneo. L’applicazione 

topica che favorisce elevata compliance da parte del paziente sta acquisendo crescente 

importanza nella ricerca di base e applicata. Il principale ostacolo a una somministrazione 

per via topica è l’efficace barriera costituita dalla pelle che si oppone all’ingresso della 

maggioranza dei composti esogeni. La ricerca in questo campo si sta concentrando sempre 

di più su nuove strategie per aggirare e superare efficacemente questa barriera.  

Nell’articolo review prodotto vengono discussi gli approcci esistenti in questo ambito 

considerando le diverse metodiche presenti in letteratura relative a nuovi sistemi di rilascio 

di composti attivi volti migliorare la penetrazione degli stessi nelle strutture della pelle. In 

particolare è stata prestata attenzione agli studi finalizzati al drug delivery mirato alle 

cellule staminali cutanee con lo scopo di modulare il loro programma metabolico, indurre 

modificazioni delle loro funzioni e permettere approcci nell’ambito della terapia genica. 
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Questa ricerca rappresenta la base di partenza del progetto di Beatrice Bergamaschi 

Borsista di Ricerca presso il nostro gruppo di ricerca. 

 

Articolo 5 

Ahmadi-Ashtiani H., Baldisserotto A., Buso P., Vertuani S., Manfredini S. Sedghizadeh 

H., Ghafori Gorab M., Khanahmadi M., Zakizadeh S. An Interesting Class of 

Multifunctional Ingredients: Biosurfactants in Cosmetic. Review Article 

La struttura dei tensioattivi utilizzati in ambito farmaceutico e cosmetico è caratterizzata da 

una testa idrofila e una coda lipofila, questa eterogenea classe di composti presenta 

proprietà diverse, essi vengono classificati in base a fattori come la polarità della 

componente idrofila, il peso molecolare ecc.  

A causa dell’impatto ambientale derivato da un utilizzo intensivo di tensioattivi di 

derivazione sintetica, negli ultimi anni vengono studiati attivamente i potenziali utilizzi dei 

tensioattivi di origine microbica. Questi composti vengono prodotti da microrganismi 

mediante una grande varietà di meccanismi allo scopo di difendersi dalle minacce esterne, 

migliorare la mobilità nell'ambiente, ecc. 

In campo cosmetico i tensioattivi di origine microbica possono portare alcuni vantaggi 

rispetto ai tensioattivi tradizionali per quanto riguarda il loro utilizzo in vari tipi di 

formulazioni e il loro grado di biodegradabilità. Nell’articolo review viene presentato lo 

stato dell’arte della conoscenza relativa ai tensioattivi di origine microbica/biosurfattanti, i 

loro potenziali utilizzi, le problematiche relative alla loro produzione, eventuali 

problematiche di tipo tossicologico. Questa ricerca rappresenta la base di partenza del 

progetto di Dottorato di Elena Cesa che è appena iniziato presso il nostro gruppo di ricerca. 
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Articolo 6 

P. Buso, A. Baldisserotto, M. Radice, A. Foschini, C. Povolo, A. Rumignani, A. Granello, 

S. Manfredini, S. Vertuani. Hibiscus sabdariffa L. una fonte sostenibile di antocianine. 

Caratterizzazione fitochimica e attività antiossidante di estratti dai calici. 

L’Integratore Nutrizionale 2018 • 21(2)  

 

Questo lavoro è stato indirizzato alla caratterizzazione quali-quantitativa e alla valutazione 

dell’attività antiossidante di estratti della specie Hibiscus sabdariffa L. Le attività̀ di ricerca 

sono state condotte sui calici di due diverse varietà della stessa specie, chiamate rispettiva- 

mente kibeleza e tenonderà. Le piante, coltivate in Paraguay, sono state fornite 

dall’azienda Edynea Srl. Sono stati studiati due lotti di materia prima; la raccolta e 

l’essiccamento sono avvenuti in due momenti diversi dell’anno. 

Il lavoro di ricerca ha previsto l’identificazione del metodo estrattivo più adatto. 

Successivamente sono state svolte le analisi per stabilire il contenuto di antocianine 

monomeriche totali, ingredienti caratterizzanti del prodotto, attraverso il metodo 

spettrofotometrico del pH differenziale, e il contenuto in fenoli totali attraverso il metodo 

Folin-Ciocalteu. Si è deciso di saggiare l’attività antiossidante degli estratti di Hibiscus 

sabdariffa L. in quanto essa risulta un’interessante caratteristica per un’eventuale 

applicazione cosmetica. Si sono utilizzate le metodiche DPPH e ABTS e inoltre l’analisi 

FRAP. L'analisi quali-quantitativa degli estratti è stata effettuata tramite analisi HPLC. La 

caratterizzazione di tali matrici e la rilevazione dell’attività antiossidante rappresentano 

uno studio preliminare all’impiego di Hibiscus sabdariffa L., e in particolare delle due 

varietà della specie studiate, in applicazioni nutri-cosmetiche che possano prevedere 

l’utilizzo combinato di integratori e cosmetici per il mantenimento del buono stato di salute 
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della pelle. In questo lavoro mi sono occupato della messa a punto della estrazione e della 

caratterizzazione antiossidante. 

Articolo 7 

A. Baldisserotto, P. Buso, M. Radice, V. Dissette, I. Lampronti, R. Gambari, S. 

Manfredini, S. Vertuani. Moringa oleifera Leaf Extracts as Multifunctional Ingredients 

for “Natural and Organic” Sunscreens and Photoprotective Preparations. Molecules 

2018, 23(3), 664; doi:10.3390/molecules23030664  

La pianta Moringa oleifera ha raggiunto grande popolarità come integratore alimentare ma 

non nell'area farmaceutica e cosmetica. Lo scopo di questo studio è stato la preparazione, 

caratterizzazione e la valutazione di estratti ottenuti dalle foglie di Moringa oleifera nelle 

loro attività biologiche spendibili nell’ambito della protezione solare. Sono stati preparati 

tre diversi estratti di foglie di Moringa oleifera provenienti dal Senegal che 

successivamente sono stati caratterizzati chimicamente considerando la frazione fenolica 

mediante test HPLC-DAD e Folin – Ciocalteu. Per esplorare le proprietà fotoprotettive, è 

stata condotta una valutazione approfonditadell’attività di filtraggio UV, dell’attività 

antiossidante (Test DPPH, FRAP, ORAC, PCL) e anti-iperproliferativa (su cellule di 

melanoma umano Colo38). Lo studio è continuato inserendo gli estratti prodotti in 

formulazioni compatibili con un utilizzo cosmetico. È stato dimostrato che gli estratti 

conferiscono valori significativi di protezione, con un SPF pari a 2. Infine, la valutazione 

sulla potenziale irritazione delle formulazioni finite è stata condotta mediante Patch Test e 

non è stato osservato alcun potenziale irritante significativo. Queste prove hanno ampliato 

il già significativo numero di attività e potenziali usi di questa pianta, che è ben nota per la 

sua importanza in campo salutistico e nutrizionale. Il mio ruolo in questa ricerca è di 

principale ricercatore ed è ampliamente descritto nella Tesi. 
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Articolo 8 

P. Buso, M. Radice, A. Baldisserotto, S. Manfredini, S. Vertuani. Herbal extracts: 

guidelines for a correct evaluation of uv filtering activity in a changing environment. 

"Herbal Medicine" ISBN 978-953-51-5791-5. 2017 

Abstract: la protezione solare è un argomento complesso che coinvolge varie classi di 

composti. Ciò è dovuto al fatto che l'efficacia fotoprotettiva di una protezione solare 

coinvolge molte attività biologiche, come proprietà filtrante UV, attività antiossidante, 

antinfiammatora, antimutagenica, ecc. Anche la strategia di formulazione del prodotto 

solare è un fattore chiave. Numerosi studi hanno esaminato il ruolo delle molecole naturali 

come composti fotoprotettivi e un numero considerevole di prodotti solari disponibili in 

commercio contengono estratti naturali affiancati ai filtri UV. Il processo di valutazione 

del filtraggio UV e dell'attività fotoprotettiva dei composti vegetali presenta alcune 

difficoltà specifiche e necessita di studi in vitro e in vivo. Al giorno d'oggi, nessun 

composto naturale o estratto vegetale è stato approvato da nessun paese come filtro UV 

ufficiale per la protezione solare. Con queste premesse, lo scopo di questo capitolo è 

definire una serie di test, che possono aiutare a valutare l'efficacia di un estratto o materia 

prima vegetale nel campo della protezione solare, in altre parole, proponiamo un approccio 

razionale alla scoperta di filtri UV di derivazione naturale. Il mio ruolo in questa ricerca è 

di principale ricercatore ed è ampliamente descritto nella Tesi. 
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Articolo 9 

Radice M, Manfredini S, Ziosi P, Dissette V, Buso P, Fallacara A, Vertuani S. Herbal 

extracts, lichens and biomolecules as natural photo-protection alternatives to 

synthetic UV filters. A systematic review. Fitoterapia. 2016 Oct; 114:144-162. 

Abstract: Oltre agli indiscutibili effetti positivi dell'esposizione solare per la salute umana, 

i raggi UV sono stati ampiamente studiati per gli aspetti tossicologici relativi a dosi 

eccessive di UVB e UVA, che coinvolgono scottature solari, invecchiamento cutaneo, 

danni alla pelle del DNA e tumorigenesi. Allo stato attuale, i filtri solari sintetici e minerali 

sono utilizzati per proteggere da questi danni, ma diverse molecole naturali possono fornire 

protezione UV e fotostabilità. Sebbene un gran numero di estratti naturali e molecole di 

origine vegetale siano considerate di interesse nessun filtro UV naturale è stato 

ufficialmente riconosciuto. Gli studi presenti in letteratura presentano metodi diversi e 

strategie di indagine diverse rendendo così difficile comprendere le reali potenzialità del 

composto o fitocomplesso testato. Questo è probabilmente uno dei motivi per cui non 

esistono filtri solari commerciali naturali ufficialmente approvati ma sul mercato sono 

riscontrabili un numero consistente di prodotti solari che contengono derivati vegetali. In 

questa review sono stati valutati gli articoli apparsi negli ultimi 15 anni in letteratura e 

sono stati raccolti critivcamente i dati più significativi. Numerose banche dati, (Scifinder, 

Pubmed, Google Scholar, ISI-Web of Science e Scopus), sono state utilizzate nella ricerca; 

sono stati esclusi brevetti e conference paper. Il mio ruolo in questa ricerca è di principale 

ricercatore ed è ampliamente descritto nella Tesi. 
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