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1.Introduzione 

Oggigiorno l’uomo si trova ad affrontare un momento storico cruciale, caratterizzato da sfide 

senza precedenti che richiedono un’azione comune. L'urgente necessità di ridurre l’impatto 

antropico, affrontare la disparità economica e gestire la crescita demografica, ha spinto la 

comunità internazionale ad elaborare strategie concrete per stimolare un’inversione di rotta. 

In questo contesto, nel settembre 2015, i 193 paesi membri dell’Organizzazione delle 

Nazioni Unite hanno sottoscritto l’Agenda 2030, un ambizioso e lungimirante documento 

programmatico, frutto di un processo di consultazione collettivo e delle conferenze ONU 

mondiali, che appare come il quadro di riferimento globale per uno sviluppo sostenibile. 

Questo programma si articola in 17 obiettivi cardine da realizzare entro il 2030, incentrati 

su 5 aree chiave: persone, pianeta, prosperità, pace e partnership. Il programma tiene conto 

infatti, in maniera equilibrata, delle tre dimensioni della sostenibilità, sociale, economica e 

ambientale, e ingloba 169 sotto-obiettivi specifici e misurabili, necessari a tradurre in azioni 

concrete gli obiettivi dell’Agenda 2030. 

Tra gli 17 obiettivi cardine di tale programma, l’Obiettivo 12: “Garantire modelli di consumo 

e produzione sostenibili” rappresenta un elemento chiave per la promozione di un modello 

di sviluppo virtuoso, in grado di coniugare la tutela dell'ambiente con il benessere economico 

e sociale. Esso, infatti, delinea strategie efficienti per la gestione responsabile delle risorse e 

dei rifiuti, incoraggiando le imprese ad adottare modelli di produzione sostenibili e 

innovativi. Per raggiungere tali obiettivi è necessario abbandonare il modello lineare che ha 

caratterizzato finora il sistema economico globale e mettere in atto una profonda 

trasformazione del sistema produttivo e di consumo. Questo modello ha difatti raggiunto un 

livello di insostenibilità critica, poiché si fonda sull'estrazione smodata di risorse, 

accompagnata dalla produzione di enormi quantità di rifiuti e dall'emissione di sostanze 

nocive. L'aumento esponenziale della popolazione mondiale, unito all'aspirazione diffusa ad 

un elevato tenore di vita, alimentano una crescente domanda di materie prime, determinando 

un loro sovrasfruttamento. Questo sistema si traduce quindi in un ingente dispendio di risorse 

economiche per il reperimento, la trasformazione e il trasporto delle materie prime, oltre che 

per lo smaltimento dei rifiuti generati al termine del ciclo produttivo. In questo contesto 

l'economia circolare appare come soluzione in grado di innescare questo cambiamento non 

più procrastinabile. L’economia circolare consiste in un sistema produttivo ciclico che si 

autosostenta e rigenera, allungando la vita dei prodotti, valorizzando gli scarti attraverso il 

recupero e il riuso, al fine di trasformarli in preziose risorse. Questo approccio consente non 

solo di ridurre i costi e le emissioni, ma anche di conferire un valore aggiunto a ogni fase del 
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processo produttivo. Tale transizione richiede però un impegno significativo nella 

rimodulazione del sistema produttivo odierno, e implica la riqualificazione delle competenze 

esistenti e l'acquisizione di conoscenze all'avanguardia. Questa  sfida rappresenta tuttavia 

anche un'opportunità straordinaria per stimolare l'economia e promuovere la creazione di 

nuovi settori, che richiederanno competenze avanzate e soluzioni innovative. In un'epoca 

post-pandemica, caratterizzata dall'urgente necessità di una ripresa resiliente, l'economia 

circolare si configura come un motore per la creazione di nuove opportunità di lavoro e 

conseguentemente per la generazione di reddito.  

Questi principi si allineano perciò perfettamente con un altro obiettivo cardine dell’agenda 

2030, l’Obiettivo 8: “Promuovere una crescita economica duratura, inclusiva e sostenibile, 

la piena occupazione e il lavoro dignitoso per tutti”. L’aumento della produttività economica 

si può attuare attraverso la diversificazione, l'innovazione e l'imprenditorialità, svincolandosi 

da un sistema in cui la crescita è legata al degrado ambientale e sociale. In quest’ottica la 

valorizzazione delle filiere locali assume un ruolo centrale, infatti, l'identificazione dei 

settori strategici a livello nazionale e territoriale permette di sviluppare nuove strategie in 

chiave circolare e competitiva.  

Nel panorama globale l'industria agroalimentare è un settore trainante ma rappresenta anche 

una delle principali fonti di rifiuti; in tale contesto l'adozione di pratiche di economia 

circolare si configura come un'opportunità per ridurre gli sprechi, valorizzare i sottoprodotti 

e creare un sistema alimentare più sostenibile, al contempo generando molteplici benefici.  

Questo approccio circolare può essere applicato a tutte le fasi ciclo produttivo, dalla 

creazione alla distribuzione e al consumo. L'attuazione di tale impresa richiede un impegno 

da parte di tutti gli attori della filiera, dai produttori ai consumatori.  

Una soluzione interessante per attuare tale paradigma all’interno del settore agroalimentare 

consiste nel recupero di scarti e sottoprodotti per l'estrazione di composti bioattivi e la 

produzione di materie prime seconde utili al settore nutraceutico, cosmetico e farmaceutico. 

L’adozione di questi principi si intreccia infine anche con l'Obiettivo 3 dell’Agenda 2030: 

“Garantire salute e benessere per tutti a tutte le età”, poiché incentiva non solo un sistema 

agroalimentare più sostenibile, ma anche uno stile di vita sano, offrendo ai consumatori 

alternative valide in grado di migliorare il loro benessere. 

Gli scarti organici e inorganici destinati allo smaltimento possono infatti essere valorizzati 

per lo sviluppo di prodotti innovativi, contenenti sostanze funzionali naturali dotate di 

numerose proprietà benefiche. Anche in questo contesto quindi, l'economia circolare si 

configura come un paradigma di sviluppo strategico, in grado di coniugare crescita 

economica, tutela dell'ambiente e benessere delle persone. L'adozione dei suoi principi in 
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differenti settori produttivi, con particolare riferimento all'industria agroalimentare, 

rappresenta un passo fondamentale per il raggiungimento delle sfide ardue, ma necessarie, 

imposte dall'Agenda 2030. 

1.1 Pratiche di economia circolare per il recupero di scarti provenienti dal settore 

vitivinicolo 

L’Italia vanta un’industria agroalimentare di grande rilievo, con un'estesa superficie coltivata 

in regime biologico. Tra i settori più fiorenti sul territorio nazionale vi è la viticoltura, che in 

Sicilia conta 37.650 ettari coltivati a vite, di cui il 28,8% di produzione biologica (Sinab Bio 

in cifre, 2023). La produzione vinicola rappresenta un primato sul territorio nazionale, 

secondo i dati ISTAT si registra infatti che nel 2023 l’Italia abbia prodotto 42,5 milioni di hL 

di vino. Considerata l’elevata produzione annua, è chiaro che la filiera vitivinicola genera a 

ogni step produttivo un’enorme quantità di scarti eterogenei di natura organica e inorganica, 

la cui gestione efficiente è essenziale per raggiungere la sostenibilità in tale settore. Anche 

in questo contesto, l'adozione dei principi dell'economia circolare si configura quindi come 

strategia imprescindibile per ridurre l'impatto economico e ambientale.  

Verso tali scarti è sorto negli ultimi anni un crescente interesse, sia da parte del settore 

industriale sia da parte della comunità scientifica. Molte di queste materie prime trovano 

infatti impiego nella produzione di ammendanti agricoli, di mangimi animali, per l’uso come 

biomassa ai fini energetici o sono recuperate per fini alimentari per l’estrazione di molecole 

quali zuccheri, fibre. Il recupero di scarti quali bucce, raspi e semi è ancor più interessante 

se si considera la potenzialità estrattiva di sostanze bioattive come composti fenolici, 

vitamine, acidi grassi polinsaturi (PUFA), proteine e pigmenti, che possono essere recuperati 

al fine di ottenere materie prime utili alla formulazione di prodotti cosmetici (Matos et al., 

2019), farmaceutici e nutraceutici (Kalli et al., 2018). Nello specifico, tra gli scarti organici 

di maggiore rilevanza si annoverano: raspi, vinaccioli, vinacce e fecce (Fig.1). I raspi, 

presentano un elevato potenziale per la produzione di biomassa e bioplastiche, mentre i 

vinaccioli sono apprezzati per l'estrazione di oli ricchi di antiossidanti. Le vinacce, 

contenenti molecole quali resveratrolo e tannini, trovano impiego in ambito cosmetico e 

alimentare, mentre le fecce, costituite da lieviti esausti e composti polifenolici, sono una 

fonte promettente per la produzione di biogas e biocombustibili.  
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Figura 1: scarti organici e inorganici proveniente dall’industria di trasformazione vitivinicola, in 

senso orario: foglie e raspi d’uva, vinaccioli e vinacce, fecce e agenti chiarificanti. 

Nonostante esista oggi un interesse ampio verso questi sottoprodotti, sussiste ancora una 

porzione significativa di scarti, prevalentemente inorganici, destinati allo smaltimento. 

Tali matrici, pur essendo ricche di sostanze bioattive, costituiscono una risorsa inutilizzata 

di notevole interesse. La valorizzazione di tali scarti, con particolare attenzione agli  agenti 

utilizzati per la chiarifica dei mosti/vini (Fig.1), potrebbe rappresentare una strategia 

innovativa per generare valore aggiunto e promuovere lo sviluppo di nuovi settori produttivi. 

Le sostanze definite coadiuvanti o chiarificanti, mediante l'adsorbimento delle particelle in 

sospensione responsabili dell'intorbidimento in mosti e vini, sono fondamentali per garantire 

la limpidezza e la stabilità del prodotto finale. I residui derivanti da tali processi, sebbene in 

alcuni casi specifici trovino impiego nell'estrazione di acidi organici, sono prevalentemente 

destinati allo smaltimento in discarica, con conseguenti oneri economici e ambientali. Tale 

pratica, dettata dalla limitata applicabilità di questi residui, sottolinea la necessità di strategie 

di valorizzazione alternative.  

1.2 L’instabilità e il processo di chiarifica  

A seguito del processo di diraspatura e pigiatura dell'uva fresca, per dissoluzione delle 

sostanze contenute negli acini si ottiene un succo definito mosto. 

Il mosto è composto per il 70-80% da acqua e per la restante parte da sostanze di diversa 

natura, tra cui zuccheri, proteine, acidi organici (acido tartarico, malico, citrico), e infine 

polifenoli e sostanze aromatiche volatili (OIV, 2012; Waterhouse et al., 2024). Questo 

prodotto può essere venduto puro, concentrato o rettificato, o è destinato alla produzione del 

vino. La qualità e l'aspetto del mosto e del vino rivestono un ruolo di primaria importanza 

non solo per la scelta da parte del consumatore, ma anche perché sono indice del fatto che il 

prodotto conserva le sue caratteristiche organolettiche e chimico-fisiche fino alla fase di 

imbottigliamento. 
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Svariate variabili intrinseche alle fasi di raccolta e trasformazione dell’uva possono 

determinare l'insorgenza di fenomeni di intorbidimento e/o precipitazione, compromettendo 

la stabilità e la qualità del mosto e del vino. Tra le cause di instabilità riconosciute vi sono: 

l’instabilità microbica, l’instabilità del tartrato e l’instabilità colloidale (Van Sluyter et al., 

2015). Il fenomeno più frequentemente correlato all’alterazione dell’aspetto e delle proprietà 

organolettiche è rappresentato dall’instabilità colloidale. 

Questo fenomeno è dovuto alla presenza di particelle sospese quali impurità, lieviti, tannini 

e principalmente proteine.  Nel corso del processo di vinificazione le elevate temperature, la 

variazione della forza ionica e del pH del mezzo promuovono l’aggregazione di queste 

macromolecole, con conseguente formazione di una patina sospesa (foschia) che intorbidisce 

il vino; tali aggregati hanno in principio dimensioni ridotte e risultano invisibili a occhio 

nudo, in un secondo momento, però, assumono dimensioni maggiori, flocculando fino anche 

a precipitare (Lukić & Horvat, 2020).  

Nel processo di formazione della “casse proteica” nei vini bianchi (foschia), sono i colloidi 

macromolecolari di natura proteica a giocare un ruolo predominante, e in particolare le 

Pathogens related proteins (PR- proteins), sintetizzate nella bacca costitutivamente o in 

seguito a stimoli ambientali nocivi. In seguito al processo di denaturazione indotto dal calore 

e dalla variazione della forza ionica e del pH del mezzo, si verifica l’esposizione dei siti 

idrofobici e l’interazione con altri componenti del mosto (polifenoli, polisaccaridi e ioni, 

come il solfato). Questi, fungendo da cross-linkers, contribuiscono ad accrescere le 

dimensioni degli aggregati proteici in sospensione, amplificando il fenomeno. 

In tale contesto, la stabilizzazione mediante chiarifica diviene un processo enologico 

necessario per garantire la produzione di un vino di elevata qualità. 

I processo di chiarifica consiste nell’impiego di agenti chiarificanti, in grado di adsorbire le 

componenti instabili presenti in sospensione grazie a interazioni chimico-fisiche di diversa 

natura (Ribeiro et al., 2014). Generalmente queste sostanze presentano una carica elettrica 

superficiale, negativa o positiva, che rende possibile l’interazione elettrostatica con altre 

molecole cariche presenti nel mezzo. In seguito a questa interazione, gli aggregati tra 

particelle sospese e agenti chiarificanti sono in grado di flocculare e successivamente di 

precipitare, per poi essere allontanati mediante filtrazione. Il processo di chiarifica può 

comprendere quindi anche fasi differenti quali filtrazione e centrifugazione, e inoltre, la 

chiarifica può essere statica o dinamica: la chiarifica statica prevede l'aggiunta di agenti 

coadiuvanti al mosto/vino all'interno di silos di decantazione (Fig.2), mentre quella dinamica 

prevede l'utilizzo di tecniche specifiche come la flottazione e di attrezzature specifiche 

(Kemp et al., 2022; Marchal et al., 2003). 
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Figura 2: schematizzazione del processo di chiarifica statica dei mosti: aggiunta di agenti 

chiarificanti (bentonite) in silos di decantazione. 

Il processo di chiarifica può essere condotto in fase pre-o post fermentativa; la chiarifica 

prefermentativa, applicata ai mosti destinati alla produzione di vini bianchi (fermentati senza 

bucce e maggiormente soggetti a sedimentazione), si rivela particolarmente efficace per 

preservare le sostanze aromatiche e volatili, prevenendone l'alterazione e la perdita (Z. Liu 

et al., 2023). In alternativa vi è la chiarifica postfermentativa, eseguita prima 

dell'imbottigliamento e comunemente adottata per i vini rossi. 

1.2.1 Impiego di agenti chiarificanti  

Esistono in commercio diversi tipi di agenti chiarificanti che in base alle loro caratteristiche 

sono indicati per la chiarifica pre- o post fermentativa; questi vengono distinti in base alla 

loro natura in coadiuvanti organici e inorganici (Marchal & Waters, 2010). 

Tra gli agenti chiarificanti di natura organica è possibile citare proteine di origine animale 

come gelatina, caseina e albumina (Cosme et al., 2007) o proteine vegetali quali glutine, 

lupino (Marangon et al., 2019; Marchal et al., 2003; Maury et al., 2003), ma anche polimeri 

naturali di natura polisaccaridica come il chitosano (Velásquez, 2023), o sintetici come ad 

esempio il Polivinilpirrolidone, frequentemente utilizzato per rimuovere la quota fenolica in 

eccesso responsabile di imbrunimento o di astringenza (Gil et al., 2017). Per la chiarifica 

pre-fermentativa in enologia sono invece maggiormente impiegati agenti inorganici, tra cui 

è possibile annoverare il carbone vegetale attivato e le terre come bentonite e caolino (Lisanti 

et al., 2017). Queste polveri hanno un’elevata capacità deproteinizzante, ma al contempo 

rimuovono dal mosto, in maniera diretta o indiretta, anche composti preziosi diversi come i 

polifenoli. Questo fenomeno è particolarmente rilevante quando si impiega bentonite, 

l’agente coadiuvante maggiormente utilizzato su scala industriale. 
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1.3 La bentonite come agente chiarificante in enologia 

1.3.1 Bentonite: struttura e proprietà 

La bentonite (silicato di alluminio idrato, Al2O3 - 4SiO2 - 4H2O) è un minerale argilloso 

ampliamente diffuso nella crosta terrestre e classificato come fillosilicato appartenente alla 

famiglia delle smectiti. La bentonite risulta dall’unione di sostanza colloidale, sostanza 

cristallina, e impurità incluse e il suo componente principale è la montmorillonite - [(Na, 

Ca)0.33(Al, Mg)2Si4O10(OH)2·nH2O] (Lambri et al., 2016).  

I fillosilicati, noti anche come argille laminari, sono caratterizzati da una caratteristica 

struttura cristallina risultante dalla sovrapposizione di un numero variabile di strati 

tetraedrici (T) e ottaedrici (O) alternati tra loro. In base al numero di strati T e O che 

compongono la struttura, si distinguono montmorillonite, caolinite, illite (Lambri et al., 

2016; Pargoletti et al., 2021).  

La montmorillonite, in particolare, si distingue per una peculiare struttura tridimensionale a 

"sandwich” T-O-T (2:1), che conferisce alla stessa proprietà uniche. 

In ogni tetraedro (T), un atomo di silicio (Si4+) si lega a quattro atomi di ossigeno (O2-) 

disposti ai vertici. Questi strati T si sviluppano bidimensionalmente, formando una maglia 

ad anello pseudoesagonale, e tra essi si interpone uno strato ottaedrico (O), in cui un atomo 

di alluminio (Al3+) lega sei atomi di ossigeno (O2-). Questi atomi di ossigeno sono quindi 

condivisi con i tetraedri T sovrastante e sottostante, creando una forte attrazione tra i due 

strati (Lambri et al., 2016). Da questa combinazione ne risulta una struttura lamellare 

particolare, in cui lamelle spesse circa 10 Å si dispongono parallelamente tra loro, unite da 

forze di van der Waals (Fig.3). 

Figura 3: schematizzazione della struttura trilamellare (T-O-T) della montmorillonite, risultante 

dalla sovrapposizione degli strati tetraedrici (T) e ottaedrici (O). 

Gli atomi di ossigeno possono legare diversi tipi di ioni metallici (Si, H, Al, Mg) ed è in 

funzione della differenza di elettronegatività con questi atomi coinvolti nel legame che si 
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genera una carica superficiale più o meno negativa. Questa carica viene bilanciata dalla 

presenza di cationi monovalenti o bivalenti (Mg2+, Ca2+, Na+, K+, Fe3+, Al3+) scambiabili, 

disposti nello spazio interstrato (Catarino et al., 2008). 

Lo squilibrio di carica negativa deriva anche dalle sostituzioni isomorfe che gli ioni silicio e 

alluminio dei suddetti strati possono subire con cationi a valenza inferiore quali Mg+ o Fe3+ 

(Bahranowski et al., 2021; Moreno & Peinado, 2012). In funzione di queste sostituzioni cambia 

la quantità e la tipologia di cationi scambiabili (capacità di scambio cationico CEC) tra un 

minerale e un altro (Lambri et al., 2016). Inoltre, dalla presenza di atomi di ossigeno e dal 

grado di sostituzione isomorfa dipende anche l’idrofobicità superficiale: in assenza di 

sostituzioni isomorfe prevalgono legami Si-O nello strato T e Al-O in quello O, e questo 

conferisce una maggiore idrofobicità alla struttura. Nel  caso in cui si verifichino sostituzioni 

isomorfe, viene invece introdotto un certo grado di idrofilia (Lambri et al., 2016). 

Un altro fattore importante è la presenza di gruppi ossidrilici terminali sulla superficie del 

bordo. Questi gruppi -OH contribuiscono a determinare la carica superficiale della bentonite, 

e di per sé acquisiscono una carica positiva o negativa in funzione del pH del mezzo e della 

tipologia di ioni metallici a cui sono coordinati. Al pH del mosto/vino (compreso tra 3 e 4), 

la bentonite esibisce una carica superficiale negativa (Lambri et al., 2013), coinvolta 

nell’interazione elettrostatica con particelle di carica opposta nel mezzo circostante, quindi, 

scambiate con i cationi presenti nella struttura (Pocock et al., 2011).  

La struttura lamellare della bentonite le conferisce particolari proprietà chimico-fisiche che 

la rendono idonea ai più svariati usi. Per esempio, presenta un’elevata superficie specifica 

per unità di massa, con valori dell’ordine dei 50-60 m2/g (Pargoletti et al., 2021); è in grado 

di trattenere notevoli quantità di acqua negli interspazi lamellari, rigonfiando fino a 

raggiungere un volume pari a dieci volte quello primitivo (Diman & Wijeyesekera, 2008; 

Luckham & Rossi, 1999); oltre alle molecole d’acqua, tra gli strati lamellari trattiene anche 

sostanze organiche (Lambri et al., 2016). 

L'eccezionale capacità di assorbimento dell'acqua è dovuta a un complesso meccanismo di 

interazioni che includono legami a idrogeno, interazioni dipolari di carica e interazioni di 

Van Der Waals. Dipende primariamente dalla presenza di cationi quali sodio e calcio, che 

non trovando posizione all’interno della struttura tridimensionale sono esposti in prossimità 

dello strato esterno T, e possono interagire con molecole d’acqua. Nel processo di 

idratazione, proprio a livello della superficie lamellare, le molecole d’acqua orientano il 

dipolo negativo formando ponti di idrogeno con gli ioni, che le vincolano, creando 

contestualmente uno strato di idratazione attorno a questi che indebolisce le loro interazioni 

elettrostatiche con gli strati lamellari carichi negativamente; contemporaneamente si 
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instaurano forze osmotiche repulsive che forzano gli strati lamellari a distanziarsi e isolarsi 

gli uni dagli altri, rimanendo al contempo legati attraverso gli strati di acqua di associazione. 

I cationi possono però essere liberamente scambiati con quelli presenti nel mezzo 

circostante. 

In questo modo, la struttura si espande e si contrae in modo simile a una "fisarmonica", 

conferendo alla sospensione un'elevata viscosità. 

Tale capacità di rigonfiamento dell’argilla è comunque variabile, e dipende da fattori quali 

tipo di ioni presenti nella struttura cristallina e forza ionica del mezzo di idratazione. 

Tale fenomeno porta alla formazione di una sospensione plastica, che alle giuste proporzioni 

si trasforma in un vero e proprio gel in grado di resistere anche a forti pressioni idrostatiche; 

le micelle di montmorillonite, infatti, presentano uno strato carico negativamente che 

determina una repulsione elettrostatica e favorisce la penetrazione di acqua tra uno strato e 

l’altro; in seguito alla formazione dello strato di idratazione stabile attorno ad ogni particella, 

il sistema si satura, impedendo la penetrazione di ulteriore acqua. La bentonite presenta 

infine proprietà tissotropiche: a riposo si presenta come un reticolo inglobante acqua e 

assume una consistenza pastosa e gelatinosa, quando invece è sottoposta a sollecitazione 

meccanica, la parziale rottura dei ponti causa una maggiore mobilità lamellare con 

conseguente riduzione della viscosità della dispersione.  

Tutte queste particolari caratteristiche conferiscono alla bentonite elevate proprietà 

adsorbenti superficiali, rendendola ideale per l’applicazione come agente chiarificante nel 

campo dell’enologia e nella produzione di succhi.  

1.3.1.1 Bentonite calcica e bentonite sodica naturale e attivata  

Le bentoniti, distinte in sodiche e calciche naturali (Moreno & Peinado, 2012; Muhammad 

& Siddiqua, 2021), differiscono per la natura del catione scambiabile prevalente, 

influenzando proprietà quali la capacità di scambio cationico (CEC), il grado di 

rigonfiamento, il pH nativo e la superficie specifica (Catarino et al., 2008; Lambri et al., 

2012). La bentonite sodica naturale, caratterizzata dalla prevalenza del catione sodio (Na+), 

presenta un pH nativo tra 4.7 e 10, elevata idratazione e rigonfiamento (Muhammad & 

Siddiqua, 2021). Tale proprietà è riconducibile alla carica degli ioni sodio monovalenti, che, 

richiamando un maggior numero di molecole d'acqua, favoriscono la defoliazione e la 

mobilità degli strati lamellari. La bentonite sodica, classificata come argilla rigonfiante, 

possiede un'elevata CEC, pari a 80-85 meq/100 g, con una percentuale di scambio di ioni 

calcio e sodio paragonabile (Muhammad & Siddiqua, 2019). 
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Diversamente, la bentonite calcica, con un pH nativo compreso tra 6.5 e 8.5, mostra un basso 

indice di rigonfiamento, inferiore al 5% del volume originario, e una CEC di 50 meq/100g, 

con una prevalente capacità di scambio di ioni Ca2+ (Muhammad & Siddiqua, 2019). Per tale 

ragione, essa è classificata come argilla non rigonfiante. 

Oltre alle bentoniti naturali, esistono anche bentoniti attivate, ottenute mediante modifiche 

chimiche. La bentonite sodica attivata, in particolare, si ottiene dalla bentonite calcica 

tramite un trattamento con Na2CO3 a 80°C (Gougeon et al., 2003). Tale processo determina 

la precipitazione degli ioni calcio come CaCO3 e la loro sostituzione con ioni Na+ nella 

struttura, conferendo alla matrice attivata un pH tra 9 e 10 e proprietà superiori, tra cui una 

rapida idratazione, un elevato indice di rigonfiamento, un tempo di sedimentazione adeguato 

e un elevato potere adsorbente e deproteinizzante (Salazar et al., 2017).  

In virtù delle proprietà conseguite tramite attivazione, la bentonite trova ampio impiego nel 

settore enologico prevalentemente nella forma sodico-attivata, spesso in combinazione con 

carbone vegetale attivo (Catarino et al., 2008; Lambri et al., 2012). La selezione della 

tipologia di bentonite più idonea per la chiarifica si basa sulla valutazione di parametri 

specifici, tra cui: densità di carica superficiale (SCD), area superficiale specifica (SSA), 

rapporto SCD/SSA (densità di carica per unità di superficie), indice di swelling (IS) e pH 

nativo (Catarino et al., 2008; Lambri et al., 2012).  

 1.3.2 La bentonite come agente chiarificante e l’effetto sui polifenoli  

L'adsorbimento delle proteine sulla bentonite è un processo complesso, influenzato da un 

delicato equilibrio di forze. Le proteine, a un pH superiore al loro punto isoelettrico, 

acquisiscono carica positiva e interagiscono con la bentonite, la cui superficie è carica 

negativamente (Lambri et al., 2012). Il complesso proteina-bentonite che si forma, floccula 

e sedimenta, agevolandone la rimozione tramite filtrazione (Achaerandio et al., 2001). 

L'efficacia dell'adsorbimento è modulata da diversi fattori: la temperatura ne incrementa la 

capacità legante (Sauvage et al., 2010), mentre il pH influenza la carica netta delle proteine, 

rendendole più disponibili all'interazione (Dordoni et al., 2015).  

La gradazione alcolica, a sua volta, incide sull'idratazione e il rigonfiamento della bentonite, 

aumentando i siti di legame disponibili (Dordoni et al., 2015; Lambri et al., 2016; Lukić & 

Horvat, 2020). Oltre che in enologia, la bentonite è utilizzata in svariati altri settori, tra cui 

quello salutistico e farmaceutico (Viseras et al., 2007), in quanto riconosciuta come sicura 

per l'uomo e l'ambiente (Regolamento EC 1272/2008 e Direttiva 67/548/EC). 

Conformemente al codice enologico internazionale (OIV, 2012), la bentonite, prima della 

sua commercializzazione come agente chiarificante, è sottoposta a rigorosi controlli di 
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sicurezza e idoneità, quali test di contaminazione da muffe, deacidificazione, rilascio di 

cationi, assorbimento di proteine e controllo dimensionale, al fine di determinarne le dosi di 

utilizzo appropriate. 

I vantaggi legati all’uso della bentonite sodica attivata sono numerosi: essa è naturalmente 

abbondante ed estratta a basso costo, o eventualmente modificata mediante procedure 

chimiche semplici; possiede un’elevata superficie specifica, un indice di rigonfiamento e un 

potere deproteinizzante elevati; non rilascia odori o sapori sgradevoli ed estranei nel prodotto 

finale ed è facilmente rimovibile dal prodotto chiarificato tramite sedimentazione e 

filtrazione. Nonostante i numerosi vantaggi, l'impiego della bentonite presenta alcune 

limitazioni: le dosi utilizzate, sebbene ridotte grazie all'attivazione sodica, rimangono elevate 

(100-200 g/hL), comportando ingenti costi per lo smaltimento a seguito della chiarifica. Per 

le sue elevate capacità rigonfianti, anche dopo la pressatura per il recupero del mosto, 

trattiene un volume che va dal 3 al 10% di quest’ultimo, comportandone una perdita 

(Dordoni et al., 2015; Lambri et al., 2012; Waters et al., 2005); la rimozione delle fecce 

richiede l’impiego di impianti specifici e inoltre non è possibile rimuovere le proteine 

adsorbite in seguito al suo utilizzo, per cui non è possibile riutilizzarla (Sauvage et al., 2010). 

Non per ultimo, a causa della sua aspecificità, la sua azione di rimozione non si limita alle 

proteine, infatti, essa può catturare anche molecole bioattive come polifenoli, molecole 

aromatiche e acidi organici, influenzando negativamente il profilo fenolico e aromatico del 

mosto e quindi del vino (Dordoni et al., 2015; Sauvage et al., 2010; Ubeda et al., 2021; Van 

Sluyter et al., 2015). Risulta che la bentonite con maggiore SSA e densità di carica negativa 

superficiale sia più efficace nella cattura di polifenoli. La maggiore rimozione di composti 

di natura fenolica dal mosto/vino può derivare anche dal fatto che nel processo di chiarifica 

la bentonite è frequentemente usata in associazione al carbone vegetale attivato; il carbone 

attivo ha elevate proprietà assorbenti e decoloranti; ha un pH compreso tra 8,5 e 10, una 

rapida ed elevata capacità di assorbire sostanze quali i polifenoli anche a basse dosi e in 

seguito ad adsorbimento ha un tempo di sedimentazione ridotto (poche ore). Per tale ragione, 

se utilizzato in miscela con la bentonite ne aumenta il potere deproteinizzante, ma comporta 

anche una maggiore ritenzione di polifenoli (Chagas et al., 2014; Singleton & Draper, 1962). 

Numerosi sono gli studi che indagano l’effetto che diversi tipi di bentonite hanno sulle 

componenti fenoliche e aromatiche di mosti e vini. Nello studio di Shan He et al. per 

esempio, viene studiato l’effetto della bentonite sulla frazione fenolica di vini Sauvignon 

Blanc e Chardonnay. In particolare, la bentonite sodico-calcica sembra ridurre 

maggiormente la concentrazione di acido caftarico e di flavonoli come le 

catechine/epicatechine e gallo/epigallocatechine, di cui sono ricche le uve bianche. 
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Lo studio dimostra che a seconda delle proprietà dell’argilla e del pH del mezzo, anche 

quando non è coinvolta la rimozione proteica, l’argilla mostra un’affinità per i polifenoli 

determinandone l’adsorbimento e la precipitazione (He et al., 2020). Nonostante la bentonite 

presenti tali svantaggi, rimane ad oggi l’agente chiarificante inorganico maggiormente 

impiegato per la prevenzione dell’instabilità colloidale, e per tale ragione viene estratta ogni 

anno in enormi quantità, richiedendo un ingente impegno economico anche per il suo 

smaltimento (E. Robinson et al., 2012). I residui derivanti dalla chiarificazione, in particolare 

la bentonite combinata con carbone attivo, rappresentano un sottoprodotto della 

vinificazione finora destinato allo smaltimento. Tuttavia, considerando l'elevato impiego di 

bentonite nel processo di chiarifica e la conseguente plausibile presenza di una ricca quota 

di polifenoli intrappolati, in un'ottica di economia circolare, è possibile pensare di convertire 

tale scarto in una fonte preziosa di estrazione di molecole bioattive. A tal fine, è necessario 

identificare metodologie di estrazione ecocompatibili, che consentano il recupero delle 

sostanze intrappolate senza incrementare i costi rispetto a quelli di smaltimento. Inoltre, è 

fondamentale definire un percorso di scalabilità industriale per ottimizzare il processo di 

estrazione dei polifenoli e renderlo economicamente sostenibile.  

1.4 Polifenoli: caratteristiche generali e principali sottoclassi 

Nel corso dell'evoluzione, le piante hanno sviluppato un sofisticato arsenale di molecole 

bioattive come strategia riproduttiva, risposta adattativa a stimoli ambientali e meccanismo 

di difesa contro patogeni/parassiti; tra queste molecole spiccano sicuramente i polifenoli. 

I polifenoli sono metaboliti secondari, ampiamente distribuiti nel regno vegetale, la cui 

biosintesi è sia costitutiva sia indotta da stress biotici e abiotici (Zagoskina et al., 2023). 

Essi svolgono un ruolo cruciale nella mediazione di una vasta gamma di processi biologici, 

agendo spesso come secondi messaggeri (Pérez-Jiménez et al., 2010). 

Negli ultimi decenni l'interesse scientifico nei confronti dei polifenoli è cresciuto 

esponenzialmente, grazie alla scoperta delle loro molteplici proprietà biologiche tra cui 

proprietà antiossidanti, antinfiammatorie, antimicrobiche, neuroprotettive e cardioprotettive, 

oltre a potenziali effetti antitumorali e antidiabetici (Cháirez-Ramírez et al., 2021; Hussain 

et al., 2016; Iqbal et al., 2023; Luo et al., 2021; Manso et al., 2021; Pandey & Rizvi, 2009; 

Torre et al., 2020; Y. Wang et al., 2021).  

Da complessi meccanismi biosintetici derivano centinaia di molecole polifenoliche diverse, 

che però conservano caratteristiche strutturali comuni, ossia un nucleo formato da uno o più 

anelli fenolici che presentano uno o più sostituenti ossidrilici, essenziale per la loro attività 

antiradicalica/antiossidante (Singla et al., 2019). Grazie a questa struttura fungono da 
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scavenger di specie radicaliche in quanto donatori di atomi di idrogeno e mediante 

interruzione di reazioni radicaliche; essi sono in grado di formare un radicale stabile 

delocalizzando gli elettroni spaiati, grazie alla presenza di legami coniugati e di gruppi 

ossidrilici nella struttura (Di Meo et al., 2013). La famiglia dei polifenoli, che comprende 

oltre 10.000 composti, presenta una notevole diversità strutturale e una conseguente 

complessità di classificazione. Questi si trovano spesso in forma glicosidica o esterificata, 

legati a zuccheri o altre molecole, e possono formare dimeri o trimeri attraverso reazioni di 

polimerizzazione (Lund, 2021). In generale, i polifenoli vengono suddivisi in due macro-

classi: i flavonoidi (flavanoni, flavonoli, antocianine) e i non flavonoidi (stilbeni, lignani, 

acidi fenolici, tannini) (Libro et al., 2016). Tale classificazione, pur semplificando la 

complessità della famiglia, permette di distinguere tra molecole di dimensioni ridotte, come 

gli acidi fenolici e gli stilbeni, e molecole più complesse, come i tannini. 

Polifenoli presenti nelle uve bianche e rosse 

L'uva (Vitis vinifera L., 1753) è una ricca fonte di sostanze benefiche come vitamine, 

minerali, fibre edibili e composti bioattivi, tra cui i polifenoli, che svolgono un ruolo cruciale 

nella maturazione, nella stabilità e nelle caratteristiche organolettiche del frutto e del vino. 

La distribuzione dei polifenoli nell'uva varia in funzione della cultivar, dell'organo vegetale 

(buccia, polpa, semi), dello stadio di maturazione e delle condizioni pedoclimatiche. 

Un recente studio di Chengolova et al. del 2023 ha analizzato la distribuzione di vari 

composti fenolici in diverse varietà di uva, mettendo a confronto il contenuto di questi 

polifenoli nella buccia, nella polpa e nei semi. L'analisi ha rivelato che la più alta 

concentrazione di polifenoli è stata trovata nei semi (60-70%), seguiti dalla buccia (28-35%) 

e dalla polpa (10%). È interessante notare che le classi di polifenoli predominanti variavano 

a seconda del genotipo dell'uva, con differenze significative osservate tra uve bianche e nere 

(Chengolova et al., 2023). Le classi di polifenoli più abbondanti sono i flavonoidi, tra cui 

antociani, flavanoli e flavan-3-oli, insieme alle proantocianidine. Inoltre, sono presenti anche 

acidi fenolici, stilbeni e tannini. Nell’uva bianca (Fig.4) si ritrovano maggiormente: 

i) flavonoli che si accumulano preferenzialmente nella buccia e meno nei semi (quercetina e 

quercetina-3O-glucoside, kaempferolo e mircetina), così come piccole quantità di antociani; 

ii) flavan-3-oli, maggiormente presenti nei vinaccioli e in parte nella buccia e nella polpa; 

tra questi si citano (+)-catechine, (-)-epicatechine in forma monomerica, o polimerica sotto 

forma di procianidine B1, B2, B3, C1 (Farhadi et al., 2016) o proantocianidine, in grado di 

liberare antociani in seguito a idrolisi (Aubert & Chalot, 2018; Gonzalez-Centeno et al., 

2013); iii) acidi fenolici, principalmente situati nella polpa; iv) stilbeni, come il trans-



14 

resveratrolo e il suo glicoside piceide (Shahidi & Ambigaipalan, 2015), in piccole quantità 

rispetto alle uve rosse (Aubert & Chalot, 2018; Gatto et al., 2008). 

Figura 4: polifenoli sintetizzati nella polpa, nella buccia e nei vinaccioli d’uva bianca. 

1.4.1 Flavonoidi 

I flavonoidi sono polifenoli ampliamente diffusi nel mondo vegetale, sia nelle piante erbacee 

sia in diversi tipi di frutti. Presentano una struttura di base definita nucleo flavonico (C6-C3-

C6) costituita da uno scheletro di difenilpropano, in cui sono presenti due anelli benzenici 

(A e B) collegati mendiate una catena di tre atomi di carbonio, formante un anello 

eterociclico piranico (C),  (Fig.5) (Zagoskina et al., 2023).  

Figura 5: struttura di base (nucleo flavonico C3-C6-C3) della classe dei flavonoidi. 

La struttura peculiare è alla base della loro attività antiossidante: agendo come donatori di 

idrogeno, neutralizzano i radicali liberi dell'ossigeno o dell'azoto, responsabili di danni 

cellulari che contribuiscono all'invecchiamento e allo sviluppo di patologie croniche. 

In seguito a tale reazione, si forma un radicale flavonoide stabilizzato tramite 

delocalizzazione elettronica (Burda & Oleszek, 2001).  Possono essere sintetizzati in forma 

agliconica ma più frequentemente, tranne nel caso dei flavanoli, in forma glicosilata; la 

glicosilazione ne influenza le proprietà fisico-chimiche come la solubilità in acqua e la 

biodisponibilità, ma non comporta una riduzione dell'attività biologica (B. Yang et al., 2018). 

In concentrazioni minori sono sintetizzati anche in forme acilate, solfate e metilate.  Inoltre, 
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i flavonoidi si formano oligomeri, come nel caso delle procianidine (dimeri di catechine o 

epicatechine) o sono esterificati con l'acido gallico (Yilmaz & Toledo, 2004). 

I flavonoidi sono ben noti per i loro molteplici effetti per la salute: hanno proprietà 

antinfiammatorie, immunomodulatorie, antibatteriche, antivirali, antinvecchiamento, cardio 

e neuroprotettive, antidiabetiche e persino antitumorali (Dias et al., 2021; Z. Zhang et al., 

2022). Queste proprietà li rendono candidati ideali per applicazioni nutraceutiche, 

cosmetiche e farmaceutiche, e in particolare, come coadiuvanti per il trattamento di alcune 

patologie del cavo orale causate da elevata infiammazione correlata allo stress ossidativo, 

come la mucositi orali (OM) indotte da chemio- e radioterapia o l’Oral Lichen Planus (OLP). 

In funzione della loro specifica struttura (grado di insaturazione, numero e tipo di sostituenti) 

e in particolare della posizione in cui l’anello fenolico B lega l’eterociclo C, possono essere 

ulteriormente classificati in sottocategorie: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavonoli, flavanoli, 

antociani, isoflavoni e calconi. 

1.4.1.1 Flavonoli 

La sottoclasse dei flavonoli si ritrova in frutti come uva e frutti rossi, e in matrici complesse 

come il tè e il vino. I flavonoli condividono una struttura definita 3-idrossiflavone, 

caratterizzata dalla presenza di un gruppo chetonico e di un doppio legame nell’anello 

centrale; il gruppo ossidrilico legato al carbonio in posizione 3 è coinvolto nel legame 

glicosidico con eventuali porzioni zuccherine. In ragione della glicosilazione o del diverso 

grado di sostituzione con gruppi metilici e ossidrilici i flavonoli rappresentano la classe più 

numerosa e variegata (Panche et al., 2016). Tra i composti più noti è possibile citare il 

kaempferolo e in particolare la quercetina con i suoi derivati glicosidici, come la rutina. 

Quercetina 

La quercetina (QRC, 3,3’,4’,5,7-pentaidrossiflavone) (Fig.6) è un flavonolo phytoestrogen-

like, comunemente presente nell’uva. Sugli anelli benzodiidropiranici fusi, presenta cinque 

gruppi ossidrilici e un sesto, risultante da tautomeria chetoenolica, indispensabili per la sua 

attività biologica (Brovarets’ & Hovorun, 2019; Y. Li et al., 2016). 
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Figura 6: struttura molecolare della quercetina, uno dei flavonoli più rappresentativi. 

La QRC possiede una scarsa solubilità in acqua ed è instabile a pH basici, ai quali si osserva 

un fenomeno di autossidazione (Momić et al., 2007); è invece solubile nei lipidi, in alcoli e 

polietilenglicoli (Abraham & Acree Jr, 2014; Momić et al., 2007). La molecola soffre di una 

bassa biodisponibilità in seguito ad assunzione orale, ed è inoltre soggetta ad elevato 

metabolismo enzimatico e all’azione del microbioma intestinale (Filipa Almeida et al., 

2018). La QRC è solitamente sintetizzata in forma glicosilata (isoquercetina, rutina), 

mediante sostituzione di uno dei gruppi -OH (di solito in posizione 3) con unità mono o 

disaccaridiche (glucosio, ramnosio o rutinosio). La glicosilazione la rende più solubile e più 

biodisponibile (Kandemir et al., 2022), nonostante ciò, il legame glicosidico viene 

idrolizzato al pH acido dello stomaco e nella cavità orale e in queste condizioni la quercetina 

liberata è soggetta a fenomeni di precipitazione (Walle, 2004; Walle et al., 2005).  

La QRC possiede un ampio e poliedrico spettro di attività biologiche, che include attività 

antiossidante, antiinfiammatoria, immunomodulatoria e antibatterica (D. Yang et al., 2020). 

Essa svolge un ruolo fondamentale nella protezione dai danni ossidativi causati da radicali 

liberi, radiazioni e agenti mutageni o citotossici. 

I radicali liberi prodotti in eccesso in condizioni di stress ossidativo, danneggiano DNA, 

proteine e membrane cellulari, promuovendo la risposta infiammatoria e contribuendo 

all'invecchiamento e all'insorgenza di diverse malattie (Qi et al., 2022). 

Mediante esperimenti in vitro  e in vivo è stato dimostrato che l’attività antiossidante della 

QRC si esplica in maniera diretta e indiretta mediante diversi meccanismi: prima di tutto 

agisce come scavenger diretto di specie radicaliche, neutralizzandole mediante cessione di 

atomi di idrogeno e formazione di un radicale più stabile; chela metalli come il Fe3+, 

coinvolto nei meccanismi di perossidazione lipidica e nella generazione di radicali 

dell’ossigeno (D. Yang et al., 2020). Allo stesso tempo però agisce in maniera indiretta, 

modulando il sistema antiossidante endogeno, attraverso interazione con diversi pathway 

cellulari: con un meccanismo di controllo diretto e dipendente dalla concentrazione, agisce 

sui meccanismi di trasduzione del segnale a monte della sintesi di glutatione, 

promuovendone l’attività (Qi et al., 2022). Attiva, infatti, il pathway intracellulare della 

proteinchinasi attivata da p38 MAPK, inducendo la sovraespressione di Nrf2, fattore coinvolto 
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nella sintesi di glutatione e nel rilascio di ROS; simili effetti si esplicano anche su altri enzimi 

ad azione antiossidante come perossidasi, transferasi, superossidodismutasi e catalasi (D. 

Yang et al., 2020).  QRC modula la segnalazione cellulare mediata da NF-κB coinvolta nella 

regolazione dell’omeostasi cellulare. Attraverso tutti questi meccanismi esplica la sua azione 

citoprotettiva dai danni ossidativi, contrastando l’invecchiamento, i problemi 

cardiocircolatori, e le patologie neurodegenerative. 

Le sue proprietà antiinfiammatorie coincidono con l’inibizione della sintesi e 

dell'espressione delle principali citochine pro-infiammatorie (ad esempio IL-6, IL-1β, TNF-α, 

TGF-β1) e dell’azione di enzimi COX e lipoossigenasi, ma anche con la sua azione 

immunomodulatoria sul sistema macrofagi/monociti. 

Oltre a queste attività, QRC possiede anche proprietà antimicrobiche riconosciute contro 

ceppi batterici quali Stafylochoccus aureus e Pseudomonas Aerouginosa e su specie fungine. 

Alterando la permeabilità di membrana o l’integrità della parete cellulare e inibendo gli 

enzimi blocca le funzioni cellulari (Qi et al., 2022). 

In campo odonstomatologico è altamente considerata per le proprietà di wound-healing, 

promuove infatti la guarigione delle lesioni inducendo proliferazione cellulare, svolgendo 

allo stesso tempo la sua azione antiossidante e antiinfiammatoria (Zulkefli et al., 2023);  

induce anche differenziazione osteogenica, risultando interessante per il trattamento di 

condizioni patologiche che coinvolgono l’osso e i denti (N. Wang et al., 2021). Infine, la 

QRC è al centro dell’attenzione della comunità scientifica anche per l’applicazione come 

agente antitumorale. Diversi studi in vitro e in vivo dimostrano infatti che ad elevate 

concentrazioni possiede attività proossidanti e citotossiche (Z. Xu et al., 2020). La quercetina 

è in grado di: i) indurre apoptosi, regolando i livelli di proteine pro- e antipoptotiche, ii) 

arrestare il ciclo cellulare, iii) ridurre l’angiogenesi e iv) controllare il processo di 

proliferazione cellulare, agendo su pathways di regolazione del ciclo e della morte cellulare 

in cui sono coinvolti fattori come NF-κB; aumenta per esempio l’espressione di p21 e p53 e 

riduce l’espressione di Bcl2 ad azione antiapoptotica (Granado-Serrano et al., 2006). 

1.4.1.2 Flavan-3-oli 

I flavan-(3)-oli sono tra i polifenoli più abbondanti in natura. Presentano un nucleo 

“flavanico” costituito da due anelli benzenici e da un eterociclo diidropiranico, con un 

gruppo ossidrilico sul carbonio 3. Differiscono per la stereochimica al C2 e C3, stereocentri 

che rendono possibile l’esistenza di diasteroisomeri, come nel caso della (-)-epicatechina e 

(+)-catechina (Fig.7)  (Bernatoniene & Kopustinskiene, 2018). 
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Figura 7: struttura chimica della (+)-epicatechina (a) e della (-)-epicatechina (b). 

Sono più frequentemente presenti in forma glicosilata, o esterificati con l’acido gallico, 

formando epigallocatechine e gallocatechine; la più nota per i suoi effetti benefici è 

l’epigallocatechina gallato (EGCG), abbondante nel tè verde. Unità monomeriche di (-)-

epicatechina o (+)-catechina o i rispettivi esteri con acido gallico possono condensare, 

formando oligomeri noti come proantocianidine (tannini condensati). 

Dopo somministrazione in vivo le catechine mostrano una bassa biodisponibilità, dovuta a 

instabilità chimica in funzione del pH e del metabolismo enzimatico (Cai et al., 2018). 

Esibiscono un elevato potere antiossidante dovuto alla capacità di inibire la perossidazione 

lipidica, interferire con i meccanismi di produzione e rilascio di ROS (Amarwati Tartillah, 

2024). 

Così come accade per la quercetina, esplicano un’azione antiossidante inibendo lo stress 

ossidativo e proteggendo dal danno cellulare per azione scavenger diretta nei confronti dei 

radicali, per e per azione indiretta, chelando metalli, inibendo l’azione di enzimi proossidanti 

e promuovendo il funzionamento del sistema antiossidante endogeno (Bernatoniene & 

Kopustinskiene, 2018). 

La loro attività è comunque legata alla concentrazione, e in alcuni casi possono agire come 

proossidanti a livello cellulare. Le catechine esplicano un’azione antinfiammatoria mediante 

attivazione o disattivazione delle vie di segnalazione cellulari legate all'infiammazione e allo 

stress ossidativo che coinvolgono NF-κB, le MAP-chinasi, e Nrf2 e regolano l'infiltrazione e 

la proliferazione di cellule immunitarie, come neutrofili, macrofagi e linfociti T. Hanno 

inoltre attività antimicrobica e antiinfiammatoria. 

Shin Y.S. et al. hanno valutato sia in vitro  che in vivo l'efficacia dell’epicatechina sulla OM 

causata da radioterapia (Shin et al., 2013). Gli studi preliminari in vitro sono stati condotti 

su cheratinociti umani e hanno evidenziato un significativo effetto citoprotettivo dose-

dipendente contro la generazione di ROS, nonché l'inibizione dell'espressione indotta dalla 

radiazione di fattori pro-apoptotici e pro-infiammatori. Promuovono infine la rigenerazione 
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tissutale attraverso la regolazione delle giunzioni strette (T Junction) nell'epitelio (Fan et al., 

2017). 

1.4.2 Non Flavonoidi 

Oltre alla classe assai diffusa dei flavonoidi, esiste un vasto gruppo di molecole con strutture 

molto differenti che vengono sintetizzate negli organi di Vitis vinifera L.; tra queste è 

possibile citare acidi fenolici, stilbeni, e tannini. 

1.4.2.1 Acidi Fenolici 

Gli acidi fenolici sono una sottoclasse di polifenoli particolarmente ricca nei frutti rossi e 

nell’uva. Derivano dai fenilpropanoidi principalmente attraverso la via biosintetica 

dell’acido shikimico, e sono caratterizzati dalla presenza nella struttura chimica di un unico 

anello fenolico e di almeno un gruppo ossidrilico o gruppo carbossilico. Sono suddivisi in 

due sottoclassi principali: i derivati dell’acido idrossicinnamico e i derivati dell’acido 

idrossibenzoico (Fig.8). 

Figura 8: struttura chimica generale degli acidi idrossibenzoici (a) e idrossicinnamici (b). 

Gli acidi idrossicinnamici derivano dall’acido cinnamico e i più noti sono l’acido caffeico e 

ferulico, presenti anche nelle uve; gli acidi idrossibenzoici derivano dall’acido benzoico e 

sono presenti in natura in quantità inferiore nei frutti rispetto agli acidi idrossicinnamici, in 

forma libera, glicosilata o esterificata. Tra gli acidi idrossibenzoici più noti si riconoscono 

l’acido gallico e l’acido ellagico (Varelis et al., 2018). 

Gli acidi fenolici possiedono numerose attività biologiche: hanno un’azione antiossidante e 

antiradicalica e anche attività antimicrobica, per tale ragione hanno catturato l’attenzione per 

le loro possibili applicazioni in campo farmaceutico e come conservanti in campo alimentare 

(Lobiuc et al., 2023; Martillanes et al., 2017). Numerosi studi sperimentali ed epidemiologici 

ne confermano il ruolo protettivo nelle malattie degenerative e su base immunitaria e 

infiammatoria; questi interferiscono con l’azione di fattori come la 5-lipoossigenasi 

coinvolta nella sintesi di leucotrieni, inibiscono la sintesi di prostaglandine e di ossido nitrico 
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(NO) e proteggono dall’azione dei ROS,  notoriamente legata all’amplificazione della 

risposta infiammatoria (Ambriz-Pérez et al., 2016). Risultano inoltre utili nella gestione di 

patologie a carico del sistema cardiovascolare e il diabete (Ali et al., 2020). 

Infine, per la capacità di regolare la proliferazione e la differenziazione cellulare sono al 

centro dell’attenzione per la loro applicazione nel campo della rigenerazione tissutale e come 

agenti anticancro (Kumar & Goel, 2019). 

Acido gallico  

L’acido gallico (AG, acido 3,4,5-triidrossibenzoico) (Fig.9) viene classificato tra i derivati 

idrossibenzoici. 

Figura 9: struttura chimica dell’acido gallico. 

Particolarmente ricco nei vinaccioli dell’uva, è presente anche nelle bucce. Si ritrova 

frequentemente in forma glicosilata o legato ad altri polifenoli come le catechine o 

epicatechine. Nell’uva viene prodotto in seguito a stimoli ambientali come i raggi UV o lo 

stress idrico e viene trovato in elevate quantità nel vino rosso, in seguito a idrolisi dei tannini 

con cui è coniugato. Per la stessa ragione viene ampliamente rilasciato e assorbito in 

ambiente acido gastrico. AG è moderatamente solubile in acqua e solubile in solventi 

organici, nei polietilenglicoli e nel glicole propilenico (Daneshfar et al., 2008); Rispetto ad 

altri polifenoli è più facilmente assorbito, anche se è suscettibile a tutti quei fattori legati al 

metabolismo microbico e al trasporto, che ne riducono la biodisponibilità dopo 

somministrazione orale (Xiang et al., 2024). Grazie alla sua struttura, ha elevata capacità di 

delocalizzazione di elettroni π, che causa stabilizzazione per risonanza del radicale formato. 

Ciò è ascrivibile alla presenza di un atomo di ossigeno, di doppi legami coniugati e alla 

possibilità di formare legami idrogeno intra e intermolecolari; grazie anche alla presenza di 

gruppi ossidrilici si esplica l’azione antiradicalica diretta nei confronti di specie reattive 

dell’ossigeno come H2O2 e OH.-, i radicali dell’azoto e i radicali idroperossidi (Marino et al., 

2014). L’attività antiossidante risiede anche nella capacità di modulare il funzionamento dei 

sistemi antiossidanti endogeni e nell’inibizione della perossidazione delle membrane 

lipidiche (Badhani et al., 2015). Diversi studi ne rivelano un’attività antinfiammatoria, 

imputabile alla capacità di controllare meccanismi di segnalazione che coinvolgono MAPK 
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e NF-kB, con un risultante minore rilascio di citochine e chemochine, e l’aumento di 

molecole di adesione, che promuovono la migrazione e infiltrazione di cellule del sistema 

immunitario (Ambriz-Pérez et al., 2016). Non per ultimo, diversi studi mostrano anche 

un’attività antimicrobica (Guo et al., 2023). Per queste ragioni AG risulta essere il candidato 

ideale per il trattamento di patologie correlate allo stresso ossidativo e ad un elevata risposta 

infiammatoria, come quelle che interessano la mucosa della cavità orale. Come altri 

polifenoli, quali quercetina e resveratrolo, è in grado di interferire con i meccanismi di 

regolazione del ciclo cellulare e con la proliferazione cellulare, per tale ragione è indagato 

anche per le possibili proprietà anticancro (Khorsandi et al., 2020). 

1.4.2.2 Stilbeni  

Gli stilbeni (o fitoalessine) sono una classe di composti presenti nel regno delle piante e 

sintetizzati mediante l’enzima stilbensintetasi, in seguito a stimoli come radiazioni o come 

meccanismo di difesa da funghi e batteri (Teka et al., 2022). Una delle fonti più importanti 

è rappresentata dall’uva e dal vino e sono presenti in tutti gli organi di Vitis Vinifera L. 

Gli stilbeni sono caratterizzati da uno scheletro carbonioso 1,2-difeniletilenico, costituito da 

una molecola di etilene legata a due anelli benzenici. Gli stilbeni possiedono naturalmente 

attività antimicrobica, attività antiossidante (Reinisalo et al., 2015) , antinfiammatoria e anti-

aging (Al-Khayri et al., 2023; Janssens-Böcker & Kerscher, 2021). Non meno importante è 

l’attività citotossica concentrazione-dipendente (Faustino et al., 2018). Tra gli stilbeni quello 

che sicuramente riceve la maggiore attenzione è il resveratrolo, insieme alla sua corrispettiva 

forma glicosidica definita polidatina, o trans-piceide. 

Resveratrolo 

Il resveratrolo (RSV, 3,5,4′-triidrossistilbene) (Fig. 10) è uno stilbene presente nell’uva in 

forma monomerica, dimerica o oligomerica, in diverse parti della pianta, dalle radici ai semi, 

e specialmente nella buccia delle varietà a bacca rossa (Gatto et al., 2008). 

Figura 10: struttura chimica del trans-resveratrolo e del suo corrispettivo derivato glicosidico. 
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Esiste in due isoforme, cis e trans, ma solo la seconda è quella biologicamente attiva. 

L’isomerizzazione da cis a trans avviene in natura o nel corso del processo fermentativo per 

esposizione a determinati valori di pH, o a causa dell’irraggiamento UV. Il resveratrolo ha 

una bassa solubilità in ambiente acquoso, specialmente a pH alcalini, con un’elevata 

instabilità a pH superiori a 7, mentre è solubile in polietilenglicoli o nei solventi organici 

come il metanolo. In ambiente fisiologico, infatti, al pH 7.4 mostra una solubilità ridotta 

rispetto a soluzioni a un pH compreso tra 2 e 6 (K. Robinson et al., 2015). La solubilità e la 

biodisponibilità aumentano se si trova in forma coniugata con un glicoside, come nel caso 

del più noto derivato polidatina (Vian et al., 2005).  

Il resveratrolo è un polifenolo con un’attività biologica complessa: presenta da un lato 

proprietà citoprotettive, mostrando attività antimicrobica, anti-aterosclerotica e antiossidante 

antiinfiammatoria (Al-Khayri et al., 2023). Dall’altro lato, a seconda della dose, ha un effetto 

citotossico marcato, per il quale ha catturato l’attenzione per l’uso come potente agente 

antiproliferativo su cellule cancerose. Studi in vivo dimostrano che l’attività antiossidante, e 

in parte quella chemoprotettiva, si esplica secondo alcuni meccanismi, tra cui rientra: la 

downregulation della trascrizione genica di COX2, attraverso la soppressione di promotori 

della trascrizione e della trasduzione del segnale. Szewczuk et al. hanno dimostrato che il 

resveratrolo è in grado di discernere tra isoforme di COX e di bloccare selettivamente la 

COX1, sopprimendo in questo modo la sintesi di prostaglandine, anche note per stimolare 

l’angiogenesi e la proliferazione cellulare (Szewczuk et al., 2004). RSV interferisce con 

diversi pathway fisiologici o patologici che coinvolgono: l’acido arachidonico e fattori quali 

NF-kB, MAPK e AP-1 (Meng et al., 2021). L’attività di oncosopressione risulta invece legata 

alla capacità di interferire con l’attività di proteine coinvolte nella regolazione del ciclo 

cellulare, e con le funzioni mitocondriali (Delmas et al., 2011). È in grado di interagire con 

la DNA-polimerasi come altro meccanismo per indurre l’arresto del ciclo cellulare, ed è in 

grado di indurre apoptosi, promuovendo l’espressione di proteine proapoptotiche e 

riducendo, invece, l’espressione di fattori antiapoptotici come Bcl2 (Almatroodi et al., 2022; 

Delmas et al., 2011). Il controllo di questi pathways lo rende anche il candidato ideale per 

l’applicazione cosmetica, infatti ha proprietà anti-aging. Diversi studi rivelano che mediante 

attivazione di recettori estrogeni, RSV è in grado di aumentare la produzione di fibre 

collagene e ridurre le rughe (Leis et al., 2022; Pignet et al., 2021). Nei tessuti danneggiati è 

in grado di accelerare la rigenerazione tissutale e la guarigione, mediante diretta attivazione 

di fattori come VEGF (Pignet et al., 2021).  

 



23 

1.4.2.3 Tannini  

La classe dei Tannini è ampliamente presente nell’uva, ed è responsabile di caratteristiche 

organolettiche e sensoriali. I tannini si distinguono in due sottoclassi: tannini idrolizzabili e 

non idrolizzabili. I tannini idrolizzabili (ellagi-, gallotannini e tannini condensati) presentano 

nella struttura anelli di glucosio o gruppi ossidrilici che li rendono esterificabili con acidi 

fenolici come l’acido gallico o ellagico (Fig.11a). Questi  composti in ambiente acido o 

basico si scompongono in glucosio ed acidi fenolici liberi (Bule et al., 2020). I tannini 

condensati, noti anche come flavanoli, rappresentano una classe eterogenea di composti; tra 

questi, i tannini proantocianidinici sono la sottoclasse più rappresentativa nei vini (Fig.11b). 

Figura 11: struttura di ellagitannini (a) e tannini condensati (b). 

Questi sono costituiti da unità monomeriche di catechina ed epicatechina, legate 

covalentemente tra loro,  che possono combinarsi in diverse sequenze e gradi di 

condensazione, dando origine a molecole di dimensioni e complessità variabili. 

Un aspetto peculiare dei tannini proantocianidinici è la loro capacità di rilasciare mediante 

idrolisi acida antocianine e altri composti insolubili, conferendo al vino il suo caratteristico 

colore rosso e il gusto tipico. 

Oltre che le proprietà antiossidanti e stabilizzanti per prodotti alimentari incluso il vino 

stesso, sono noti per l’attività antimicrobica contro ceppi di Stafilococchi e Candida albicans 

formanti biofilm (Hamzah et al., 2019). Mostrano attività antiinfiammatoria, promuovono la 

rigenerazione tissutale e per il loro effetto antiossidante e la capacità di contrastare l’effetto 

dei radicali liberi, si rivelano utili nel trattamento di patologie del cavo orale (Chen et al., 

2022). 

1.5 Fisiologia e patologie del cavo orale: Oral Mucositis e Oral Lichen Planus 

Le molteplici attività biologiche dei polifenoli hanno suscitato un crescente interesse in 

ambito medico, con particolare attenzione al settore odontostomatologico. Tale interesse è 

motivato dalle potenziali applicazioni terapeutiche di questi composti naturali in un ampio 

spettro di patologie orali. Per valutare appieno il potenziale terapeutico dei polifenoli e 
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sviluppare formulazioni innovative per una veicolazione mirata ed efficace è fondamentale 

una comprensione approfondita dei meccanismi fisiologici e patologici che regolano la 

cavità orale. 

1.5.1 Fisiologia del cavo orale 

La cavità orale corrisponde alla prima parte dell’apparato digerente, in intimo contatto con 

l’apparato respiratorio, e svolge alcune importanti funzioni quali: funzione digestiva, 

masticatoria, e anche gustativa, olfattiva e fonatoria.  Per tale ragione, risulta chiaro che una 

compromissione delle funzioni principali della cavità orale e un’alterazione dell’equilibrio 

fisiologico può compromettere la salute generale dell’intero organismo. 

La cavità orale  rappresenta una via di somministrazione particolarmente promettente per 

farmaci e sostanze bioattive, pertanto, una profonda comprensione degli aspetti istologici e 

fisiologici è imprescindibile per la formulazione di prodotti destinati ad avere un effetto 

topico o sistemico. È rivestita dalla mucosa, tessuto epiteliale specializzato e multistrato che 

funge da barriera protettiva contro gli insulti fisici e chimici (agenti esterni, sostanze nocive 

presenti nell'alcol, nel fumo e contro microrganismi patogeni (Dawson et al., 2013; 

Thomson, 2012). La mucosa orale riveste l'intera cavità, estendendosi dalla giunzione 

vestibolare delle labbra anteriormente fino alle pliche palatofaringee posteriormente, e 

ricopre un’area pari a circa 170-200 cm2 (Singh et al., 2017). A seconda della sua 

localizzazione, assume caratteristiche anatomiche differenti e svolge differenti funzioni 

(Brizuela & Winters, 2021; Thomson, 2012). In ogni caso è generalmente composta da tre 

strati principali (Fig.12a):  

 

Figura 12: strati della mucosa di rivestimento della cavità orale (a) e tipologie di mucosa orale 

specializzata (b). 

 Epitelio squamoso stratificato: Lo strato superficiale, avascolarizzato e altamente 

organizzato, costituito da cheratinociti, la cui adesione è garantita da giunzioni 

desmosomiali. A seconda della localizzazione, l'epitelio può essere cheratinizzato o non 

cheratinizzato. Si possono distinguere quattro strati: i) Strato basale: cellule cubiche o 
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cilindriche che proliferano e si differenziano; ii) Strato spinoso: cellule poligonali che si 

appiattiscono gradualmente, iii) Strato granuloso/intermedio: presenza di granuli di 

cheratoialina (nel tessuto cheratinizzato o non cheratinizzato, rispettivamente); iv) Strato 

corneo: cellule squamose appiattite, ricche di cheratina (solo nelle zone cheratinizzate). 

Una membrana basale di matrice extracellulare fornisce supporto e nutrimento all'epitelio e 

ne limita l'assorbimento di alcune molecole (Dawson et al., 2013; Subramanian, 2021). 

 Lamina propria: Lo strato connettivo sottostante è costituito da una matrice amorfa di 

glicoproteine e proteoglicani, in cui sono immersi vasi sanguigni, nervi e fibroblasti. I 

fibroblasti, responsabili della sintesi e ricostituzione della matrice e delle fibre connettive 

(collagene), partecipano alla guarigione delle lesioni, secernendo fattori di crescita che 

promuovono la proliferazione dei cheratinociti. Sono presenti anche macrofagi con 

attività fagocitaria e mastociti, coinvolti nella regolazione della permeabilità vascolare. 

Si distinguono due strati: i) Strato papillare: superiore, connesso all'epitelio, deputato al 

trasporto dei nutrienti; ii) Strato reticolare: a diretto contatto con la sottomucosa o l'osso, 

conferisce resistenza meccanica (Dawson et al., 2013). 

 Tonaca sottomucosa: Costituita da tessuto connettivo irregolare e denso, contenente vasi 

sanguigni, nervi e, in alcune zone, tessuto adiposo o linfoide e ghiandole salivari minori. 

È assente in alcune aree (gengive e palato duro), dove la lamina propria è a diretto 

contatto con ossa e muscoli (Brizuela & Winters, 2021). 

In base alle caratteristiche anatomico-funzionali e istologiche, si distinguono tre tipi di 

mucosa:  di rivestimento (es. area sublinguale),masticatoria (es. palato duro), specializzata 

(es. lingua). Queste zone differiscono per spessore, permeabilità e grado di cheratinizzazione 

(Brizuela & Winters, 2021; Squier & Kremer, 2001). La mucosa masticatoria, ad esempio, è 

cheratinizzata per resistere alle sollecitazioni meccaniche, mentre la mucosa di rivestimento 

è non cheratinizzata e più sottile. La mucosa specializzata (lingua) presenta caratteristiche 

particolari, come le papille gustative (Fig. 12b). Infine, nella mucosa orale sono presenti 

ghiandole che secernono fluidi (saliva e secrezione mucosa) con importanti funzioni 

fisiologiche, da considerare nello sviluppo di sistemi di rilascio di farmaci per la mucosa 

orale. 

1.5.1.1 Secrezione salivare e mucosa 

La saliva e il muco svolgono un ruolo fondamentale per la fisiologia e l’omeostasi del cavo 

orale, sono inoltre coinvolti nell’interazione con le forme di rilascio destinate alla cavità 

orale (Sosnik et al., 2014), infatti il flusso, la composizione e le proprietà fisico-chimiche 
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possono avere un impatto significativo sulla dissoluzione, la diluizione e la permeazione dei 

farmaci (Aps & Martens, 2005). 

La saliva viene secreta all'interno della cavità orale da diversi tipi di ghiandole salivari che 

producono una secrezione mista, in parte sierosa e in parte mucosa. La prevalenza di 

secrezione sierosa o mucosa è rispettivamente controllata dal sistema simpatico e 

parasimpatico. La saliva viene prodotta con un flusso medio di 0.5 mL/min, in volume (0.5-

2 L) e composizione variabile, in funzione degli stimoli meccanici o chimici (formulazioni 

acide o basiche, cibo) e in caso di stato fisiologico alterato o patologie (es. xerostomia o 

danno alle ghiandole da radioterapia) (Proctor & Shaalan, 2021). 

La saliva, composta principalmente da acqua (99%) e sostanze organiche e inorganiche 

(1%), tra cui ioni, enzimi, proteine, è isotonica rispetto al sangue e presenta un pH variabile 

tra 5.8 e 7.4, che può diminuire in presenza di microrganismi, lesioni o stress ossidativo (3-

4). Questo fluido, che ricopre la superficie orale formando un film sottile (circa 0.1 mm), 

svolge molteplici funzioni: i) umidificazione e lubrificazione: mantiene la mucosa orale 

umida, agevolando masticazione, formazione del bolo, deglutizione e fonazione; ii) 

predigestione: gli enzimi salivari (lipasi, lisozima e ptialina) avviano la digestione nella 

cavità orale, scindendo le molecole complesse in composti più semplici; iii) funzione 

antimicrobica: grazie alla presenza di anticorpi, enzimi antimicrobici e ioni tiocianato, la 

saliva svolge un ruolo cruciale nel controllo del microbiota orale e nella difesa contro le 

infezioni, contrastando la proliferazione di microrganismi patogeni (Radaic & Kapila, 2021); 

iv) proprietà protettive: la viscosità e l'adesione alle mucose creano una barriera protettiva 

contro stress meccanici, agenti chimici e patogeni; v) mantenimento del pH: la saliva, grazie 

alla presenza di ioni carbonato, funge da tampone, neutralizzando gli acidi prodotti dai 

batteri e mantenendo un pH ottimale (6-7) per la salute orale. 

La saliva, inoltre, influenza l'accumulo, la secrezione e la diluizione di principi attivi nella 

cavità orale, processi soggetti a variabilità interindividuale. Essa è coinvolta nel 

rigonfiamento di forme di rilascio gelificanti in situ, film o matrici polimeriche, ma può 

anche ostacolare l'azione dei farmaci, causando dilavamento e allontanamento dei principi 

attivi, soprattutto in aree con elevato flusso salivare, come la zona sublinguale. Tale aspetto 

può essere vantaggioso per sistemi a rilascio rapido, ma non per quelli che richiedono un 

contatto prolungato con la mucosa. 

Il muco, componente essenziale della saliva secreto da cellule caliciformi specializzate della 

mucosa, è caratterizzato da una consistenza viscosa e gelatinosa. La sua composizione 

comprende principalmente acqua (90-95%), sali minerali, enzimi, lipidi e glicoproteine, tra 

cui spiccano le mucine. Le mucine, glicoproteine ad alto peso molecolare, sono altamente 
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glicosilate e ricche di residui amminoacidici di prolina, cisteina e serina. Le porzioni 

oligosaccaridiche, legate tramite legami O-glicosidici o N-glicosidici, contribuiscono in 

modo significativo al loro peso molecolare. Tali regioni possono formare ponti disolfuro e 

altre interazioni, dando origine ad aggregati di grandi dimensioni che conferiscono al muco 

un elevato peso molecolare e proprietà di gel viscoelastico. La presenza di ampie porzioni 

glicosidiche garantisce un'elevata idratazione e protezione dalla proteolisi. A causa della 

presenza di acido sialico e gruppi solfato, le glicoproteine acquisiscono una carica negativa 

a pH fisiologico, comportandosi come anioni polielettrolitici (Andrews et al., 2009). 

Le molecole di mucina, inizialmente compatte grazie al controbilanciamento delle cariche 

negative con ioni calcio, si espandono nel lume in seguito al rilascio, a causa della repulsione 

elettrostatica tra le cariche negative esposte. Si formano così lunghe catene che si intrecciano 

e interagiscono tramite legami idrogeno, elettrostatici e idrofobici, dando origine al muco 

(Andrews et al., 2009). 

Il muco svolge diverse funzioni cruciali, tra cui la lubrificazione e la protezione della mucosa 

orale. Esso favorisce la mobilità cellulare, protegge da insulti meccanici, chimici e fisici 

(come masticazione, agenti irritanti e fumo) e funge da barriera contro le infezioni, 

ostacolando l'adesione e la proliferazione di microrganismi patogeni (Frenkel & Ribbeck, 

2015; Tabak et al., 1982). Infine, il muco svolge un ruolo importante nell'interazione con le 

forme di rilascio bioadesive, favorendone l'adesione e prolungando il tempo di contatto per 

un rilascio graduale e localizzato dei principi attivi (Falavigna et al., 2020). 

La comprensione dei complessi meccanismi quali interazione con saliva e muco, proprietà 

del farmaco e caratteristiche delle forme di rilascio è essenziale per ottimizzare il design di 

drug delivery systems in grado di garantire l'efficacia terapeutica degli attivi somministrati. 

1.5.2 Disturbi e patologie del cavo orale 

Il cavo orale è un sistema complesso e delicato, la cui salute è strettamente connessa al 

benessere generale dell'individuo. Numerose ricerche scientifiche mostrano una correlazione 

tra l'equilibrio microbiologico e funzionale del cavo orale e l'insorgenza di patologie 

sistemiche, come malattie cardiovascolari, diabete mellito e malattie autoimmuni (Desai & 

Nair, 2023; Dörfer et al., 2017; Falavigna et al., 2020). Inoltre, patologie altamente 

invalidanti che causano lesioni dolorose e secchezza e compromettono le sue funzioni 

primarie, come la digestione, l'ingestione e la respirazione, hanno inevitabilmente un impatto 

significativo sulla salute sistemica. 

L'alterazione dell'integrità della mucosa che riveste la cavità orale, può manifestarsi in 

diverse forme che spaziano da disturbi lievi a patologie severe. Tra i disturbi più lievi è 
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possibile citare quelli di natura infiammatoria come afte, gengiviti, parodontiti o stomatiti, 

che vanno oltre il tessuto parodontale e coinvolgono l'intera mucosa orale (Martins & de 

Lacerda Gontijo, 2017). Di natura infettiva sono le candidosi o disturbi di origine virale, con 

cui spesso intercorrono sovrainfezioni di natura batterica negli stati di immunosoppressione, 

e che tipicamente insorgono come complicazioni in stati di alterata omeostasi orale. Tra le 

patologie sicuramente più complesse e invalidanti si citano la oral mucositis e l’oral lichen 

planus, disturbi dall’eziologia complessa e multifattoriale, e tra quelle più gravi le lesioni 

potenzialmente precancerose come la leucoplachia o le lesioni lichenoidi, che possono 

sfociare nell’insorgenza del carcinoma a cellule squamose del cavo orale (OSCC), una 

neoplasia altamente aggressiva con un’elevata mortalità, che richiede spesso l’uso di una 

terapia combinata a base di chemioterapici e radioterapia; questi trattamenti hanno 

un’elevata tossicità nei confronti della mucosa orale, causando effetti collaterali come la 

xerostomia (alterazione della funzione ghiandolare) e mucositi orali.  

1.5.2.1 Oral Mucositis (OM) 

La mucosite si configura come una complessa affezione che interessa le mucose di diversi 

organi, interessando prevalentemente la mucosa di rivestimento del sistema 

gastrointestinale, e in particolare la mucosa orale e del primo tratto respiratorio (Keefe & 

Gibson, 2006). Caratterizzata da una severa risposta infiammatoria, OM è spesso 

conseguenza di trattamenti farmacologici, come chemioterapia e radioterapia, che alterano 

la fisiologia della mucosa compromettendone le funzioni primarie. OM si configura come 

una patologia multifattoriale, caratterizzata da un'eziopatogenesi complessa e da una 

sintomatologia variegata. La sua manifestazione clinica è principalmente associata 

all'insorgenza di eritema e infiammazione, che determinano un'atrofia della mucosa orale, 

causando fastidio e bruciore persistenti. Progressivamente, si osserva un assottigliamento e 

uno sfaldamento dell'epitelio, con la formazione di ulcere che possono interessare la mucosa 

buccale, la lingua o il pavimento orale. Queste lesioni possono anche comportare 

sanguinamento, compromettendo ulteriormente la funzionalità della mucosa. 

Le lesioni e infiammazioni del cavo orale possono compromettere le funzioni di 

deglutizione, alimentazione e fonazione, fino a richiedere, nei casi più gravi, il ricorso alla 

nutrizione parenterale. Le difficoltà nell'alimentarsi e l'alterato aspetto della mucosa orale 

possono indurre significativo disagio psico-sociale nei pazienti, mentre il dolore correlato 

alla mucosite può raggiungere un'intensità tale da necessitare la somministrazione di 

analgesici oppioidi per via sistemica. Inoltre, la compromissione della barriera epiteliale e 

l'alterazione dell'equilibrio della flora microbica orale nei pazienti affetti da mucosite orale 
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(OM) incrementano il rischio di infezioni da batteri patogeni (con potenziale formazione di 

biofilm) o da funghi. Tali infezioni possono peggiorare ulteriormente le condizioni generali 

del paziente, in particolare nei soggetti immunocompromessi, e in alcuni casi possono avere 

esito fatale (Lalla & Bensadoun, 2011). Inoltre, OM può determinare sintomi sistemici non 

specifici, come febbre, dolori articolari e perdita di peso, che contribuiscono a peggiorare le 

condizioni generali del paziente e ad ostacolare la gestione della patologia primaria. 

La scala più utilizzata per valutare il grado e la severità dello stato patologico è la scala creata 

dalla WHO, che assegna uno score da 0 a 4 in funzione dei segni, del dolore e della 

compromissione delle normali funzioni orali.  

La mucosite orale (OM) è una complicanza frequente in diversi contesti clinici, in particolare 

nei pazienti sottoposti a chemio e radioterapia, trapianti e terapia chemioterapica 

mieloablativa (Elad et al., 2022). I pazienti con tumori del distretto testa-collo, come il 

carcinoma squamocellulare orale (OSCC), sono particolarmente a rischio di sviluppare OM, 

soprattutto se sottoposti a trattamenti chemioterapici combinati con radioterapia localizzata, 

che aumenta significativamente l'effetto citotossico sulle cellule della mucosa orale. In questi 

casi, l'incidenza di OM può variare tra il 20% e il 40%. Nei pazienti sottoposti a trapianto 

allogenico di cellule staminali emopoietiche (AHSCT), la OM si manifesta con una frequenza 

ancora maggiore, arrivando a colpire fino all'80% dei casi, soprattutto nei pazienti pediatrici 

(Gori et al., 2007). Nei pazienti sottoposti a chemio e radioterapia, la OM insorge come 

risposta infiammatoria indotta dall'effetto citotossico dei chemioterapici e dall'effetto locale 

della radioterapia (Köstler et al., 2001). Il rischio di insorgenza aumenta in presenza di 

preesistenti patologie dentarie come carie o periodontiti. 

Sia la chemioterapia che la radioterapia possono causare OM a causa della loro azione tossica 

e infiammatoria sulla mucosa. Il trattamento chemioterapico utilizza molecole come 5-

Fluorouracile (5-FU), Cisplatino, Cetuximab e Taxani, che, pur avendo un'azione 

antitumorale, possiedono un'elevata tossicità aspecifica. Tale tossicità colpisce le cellule a 

rapido turnover, come quelle dell'intero tratto gastrointestinale, incluso l'epitelio della cavità 

orale (Ioele et al., 2022). Inoltre, alcuni composti chemioterapici, come il metotrexato, 

vengono secreti con la saliva, aumentando la loro tossicità specifica per la mucosa orale (Lee 

et al., 2015). La radioterapia, invece, induce direttamente lesioni e danni alla mucosa orale, 

causando eritema e una severa iposalivazione o xerostomia, dovuta all'alterazione della 

normale funzione delle ghiandole salivari (Pinna et al., 2015). La comparsa e la durata dei 

sintomi variano a seconda del tipo di trattamento e delle caratteristiche individuali del 

paziente. I sintomi della OM generalmente compaiono entro 7 giorni dall'inizio 

dell’infusione e possono persistere per 1-2 settimane successive al termine. Nel caso della 
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radioterapia, l'insorgenza della mucosite è ritardata, ma la sua durata è maggiore rispetto alla 

chemioterapia, ed è correlata al trattamento frazionato.  

La patogenesi delle OM si presenta come un panorama multiforme, influenzato dalla sede 

anatomica coinvolta, dalle terapie adottate e dalle peculiarità cliniche del paziente. 

Nonostante la sua variabilità, è possibile individuare una sequenza di eventi comuni che 

scandisce il percorso dalla comparsa del fenomeno alla sua risoluzione. A tal proposito, il 

modello proposto da Sonis suddivide teoricamente tale sequenza in cinque fasi, le quali 

possono però sovrapporsi tra loro (Sonis, 2004): 

-fase infiammatoria/vascolare: rappresenta un momento cruciale nella patogenesi della 

mucosite orale (OM). I trattamenti chemio e radioterapici possono indurre un danno cellulare 

diretto alle cellule epiteliali sane della mucosa orale, con conseguente danneggiamento del 

DNA e generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS). Questi eventi innescano un 

processo infiammatorio complesso, caratterizzato dall'attivazione di diverse vie di 

segnalazione intracellulare. 

-attivazione di fattori di trascrizione coinvolti nella sintesi di citochine e prostaglandine:  

l'attivazione di fattori di trascrizione, come NF-κB e Nrf2, gioca un ruolo fondamentale nella 

patogenesi della mucosite orale. Tale attivazione, sia diretta che indiretta (mediata dal 

rilascio di ROS), promuove la sovraespressione di geni codificanti per citochine pro-

infiammatorie (TNF-α, IL-1β, IL-6), COX2 e HMGB1.  

-fase di up-regolazione e amplificazione del segnale: La sinergia dei fattori pro-infiammatori 

determina un'amplificazione della risposta infiammatoria, con vasodilatazione, aumento 

della permeabilità vascolare e reclutamento di cellule immunitarie nel sito di danno. 

Il rilascio di ulteriori mediatori infiammatori da parte di queste cellule contribuisce al danno 

tissutale e all'aggravamento della sintomatologia. Questa fase è caratterizzata 

dall'evoluzione del danno severo all'epitelio, con perdita di integrità, assottigliamento e 

conseguente formazione di ulcere. 

-formazione di infiltrato infiammatorio nella sottomucosa: si assiste alla migrazione di 

cellule del sistema immunitario come macrofagi, neutrofili e mastociti. Inoltre, le lesioni 

diventano un terreno fertile per la colonizzazione batterica, che contribuisce ulteriormente 

ad esacerbare l'infiammazione, stimolando il sistema immunitario e ritardando il processo di 

guarigione. 

-fase di guarigione: caratterizzato da una serie di eventi complessi e coordinati che portano 

al ripristino dell'integrità e della funzionalità della mucosa danneggiata. Protagoniste di 
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questa fase sono le cellule epiteliali, che possiedono un'intrinseca capacità di proliferazione 

e differenziazione. Queste cellule proliferano attivamente nei bordi delle ulcere e si 

differenziano in nuovi tipi cellulari specializzati, determinando il ripristino dell'integrità 

della mucosa e la riepitelizzazione, con la formazione di un nuovo strato epiteliale continuo 

e funzionale. Il processo di cicatrizzazione delle ulcere avviene attraverso la deposizione di 

una matrice extracellulare ricca di proteine e fibroblasti. Questa matrice fornisce un substrato 

di supporto per la migrazione e la proliferazione delle cellule epiteliali, contribuendo alla 

chiusura delle ulcere e alla rigenerazione tissutale.  

La guarigione della mucosite orale (OM) può essere un processo lento e spesso incompleto, 

soprattutto nei pazienti con sistema immunitario compromesso o sottoposti a trattamenti 

chemio e radioterapici prolungati. In una minoranza di casi (8%), la OM, soprattutto quella 

correlata a trattamenti radioterapici, può cronicizzare (Elad et al., 2022). A differenza della 

OM acuta, transitoria e conseguente ai trattamenti, la OM cronica presenta un quadro 

patogenetico complesso, caratterizzato da una disregolazione del sistema immunitario che 

determina un attacco persistente contro le cellule epiteliali della mucosa orale, con 

conseguente riduzione della capacità rigenerativa dell'epitelio e squilibrio del microbioma. 

In questi casi, la guarigione può essere ritardata o interrotta, con rischio di complicanze 

infettive e ulteriore compromissione della qualità di vita. Non esistono protocolli terapeutici 

e farmacologici precisi, e spesso per far fronte alle diverse manifestazioni e complicazione 

si ricorre a cocktail di differenti principi attivi, che spesso sono insufficienti per prevenire le 

recidive e che possiedono dei limiti nei trattamenti a lungo termine.  In conclusione, OM 

rappresenta una complicanza non ancora trattata in modo soddisfacente, che ha un impatto 

negativo non solo sulla funzionalità della mucosa interessata, ma anche sul benessere 

generale del paziente e sulla gestione della patologia primaria, rendendo talvolta impossibile 

la prosecuzione del trattamento antineoplastico. La comprensione dei meccanismi 

patogenetici e lo sviluppo di strategie preventive e terapeutiche efficaci, come la ricerca di 

molecole alternative e provenienti dal mondo naturale, sono fondamentali per migliorare la 

qualità di vita dei pazienti e possibilmente scongiurare esiti infausti.  

1.5.2.2 Oral Lichen Planus (OLP) 

Il Lichen Planus è una patologia infiammatoria cronica mucocutanea dall’eziologia non 

ancora del tutto compresa, che interessa l’epitelio squamoso stratificato della mucosa della 

cavità orale (Oral Lichen Planus, OLP); può presentarsi anche a livello della cute, unghie e 

cuoio capelluto. L’OLP affligge 1-2 % della popolazione mondiale con una maggiore 

incidenza sul sesso femminile (González‐Moles et al., 2021). Si manifesta tipicamente in 
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pazienti di età compresa tra i 30 e i 60 anni, ma in rari casi anche in pazienti in età pediatrica 

(Farhi & Dupin, 2010). 

L'eziologia dell’OLP è complessa e multifattoriale, risultante dall'interazione di fattori 

genetici, immunitari e ambientali. Si manifesta con lesioni biancastre irregolari che evolvono 

in tessuto eritematoso, edematoso e infiammato. La sovrapposizione clinica con altre lesioni 

benigne o potenzialmente maligne del cavo orale rende complessa la distinzione tra OLP 

cronico e lesioni lichenoidi (Binnie et al., 2024). Patologie come la leucoplachia, la displasia 

orale o il lupus possono mimare la sintomatologia (Manfredini et al., 2021) e alcune 

presentano un rilevante potenziale di malignità verso il carcinoma squamocellulare orale 

(OSCC) (Gupta & Jawanda, 2015), sottolineando l'importanza della diagnosi precoce e del 

monitoraggio. La diagnosi, supportata dall'analisi istopatologica di biopsie, consente di 

distinguere l'OLP da altre patologie autoimmuni (Aravind et al., 2021).  

L'OLP si distingue per la frequente manifestazione bilaterale e simmetrica, localizzandosi 

più comunemente sulla mucosa buccale, dorso e lati della lingua e gengive, dove assume un 

aspetto desquamativo (Binnie et al., 2024). Essendo una patologia infiammatoria 

immunomediata, la sua diagnosi e trattamento sono spesso complessi a causa della 

concomitante presenza di altre patologie orali e infezioni dovute alla compromissione 

immunitaria. Pertanto, l'OLP è un disturbo complesso da trattare, altamente debilitante e con 

tendenza alla cronicizzazione. Le sindromi lichenoidi, invece, si manifestano in risposta a 

diversi fattori scatenanti e di rischio, tra cui: i) pregressi traumi linguali, lesioni erosive 

mucosali o traumi da protesi dentarie; ii) esposizione a fumo di sigaretta, alcol o allergeni 

alimentari (es. cannella) (Massih et al., 2014; Schlosser, 2010); iii) reazioni da contatto con 

materiali dentali (es. amalgama, cromo, cobalto, resine epossidiche) (Massih et al., 2014); 

iv) assunzione di farmaci (es. ACE inibitori, beta bloccanti, FANS, ipoglicemizzanti, 

antifungini, agenti biologici, sulfaniluree, antimalarici) (Binnie et al., 2024; Müller, 2017). 

Nel caso dell’OLP cronico, diversi esperimenti in vitro  ed ex vivo riportano la presenza di 

un’infiltrazione e accumulo di linfociti T CD4+ e CD8+ a livello dell’interfaccia tra epitelio e 

tessuto connettivo, che determinano un aspetto a bande o strie di Wickham, con formazione 

di creste epiteliali. Questi studi suggeriscono che questi linfociti potrebbero avere un ruolo 

predominante nella patogenesi dell’OLP, confermando il coinvolgimento di una risposta 

immune cellulo-mediata. Questa risposta immunitaria innesca un fenomeno autocitotossico, 

che si manifesta con l’apoptosi alle cellule basali dell’epitelio stratificato indotta da TNF, 

Fas-FasL-mediata o attivata da granzima B (Sugerman et al., 2000).  

Numerose evidenze dimostrano inoltre che la patogenesi dell’OLP è associata a un elevato 

stress ossidativo derivato dallo squilibrio tra ROS e specie antiossidanti endogene. Questi 
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ROS vengono prodotti in seguito all’infiltrazione di linfociti T e al rilascio di citochine 

infiammatorie, e aumentano il danno per apoptosi dei cheratinociti, danneggiando 

direttamente il DNA e altri componenti cellulari. In seguito all’aumento dei segnali 

proapoptotici, i cheratinociti non sono più in grado di ricevere segnali di sopravvivenza 

cellulare dall’epitelio basale che viene progressivamente distrutto. Questo evento è 

aggravato da meccanismi aspecifici come la degranulazione mastocitaria e l’attivazione di 

metalloproteinasi: la sovraespressione di molecole infiammatorie determina il reclutamento 

di linfociti ma anche di mastociti, inducendone la degranulazione con conseguente rilascio 

di chimasi e TNF-α. 

Le metalloproteinasi MMP, specialmente l’isoforma MMP-9 coinvolta nel clivaggio del 

collagene, degradano la matrice proteica incrementano il danno. Al contempo però, cellule 

sane inviano ancora segnali di sopravvivenza ai cheratinociti iniziando un meccanismo che 

si autoalimenta con un feedback positivo, e che è probabilmente alla base della 

cronicizzazione della patologia (Jiang et al., 2024). È possibile distinguere sei diverse 

manifestazioni cliniche, o segni, che possono presentarsi contemporaneamente o 

rappresentare fasi diverse del decorso della patologia. Queste vengono classificate come: i) 

reticolare, ii) atrofica, iii) erosiva, iv) a placche, v) bollosa. In alcuni casi l’OLP è 

asintomatico, ma diversi pazienti lamentano: fastidio o dolore durante la parola e il consumo 

di cibi e bevande, sensazione di gonfiore, bruciore, ulcerazione e vesciche, disgeusia (Gupta 

& Jawanda, 2015). 

La gestione della patologia dipende dalla gravità del caso: nei casi asintomatici non è 

necessariamente previsto un trattamento farmacologico, mentre nei casi di media entità può 

essere sufficiente allontanare le fonti e i fattori di rischio che fungono da trigger, o applicare 

sostanze protettive e preventive per evitare il rischio di un’esacerbazione dei sintomi (Binnie 

et al., 2024; Santo et al., 2022; Yoon et al., 2012). La manifestazione di una sintomatologia 

severa comporta però l’uso di terapie farmacologiche combinate, protocolli che non sempre 

sono in grado di portare alla risoluzione dell’evento o alla prevenzione delle recidive; 

l’efficacia e sicurezza di questi trattamenti a lungo termine è talvolta complicata dagli effetti 

collaterali risultanti o da eventuali interazioni, per cui il mondo della ricerca valuta oggi la 

possibilità di ricorrere a trattamenti che contemplino l’uso di sostanze naturali, dotate di 

efficacia e di un buon profilo di sicurezza. 
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1.6 Terapie convenzionali e applicazione dei polifenoli in campo odontostomatologico 

1.6.1 Vantaggi e limiti dei trattamenti convenzionali per la gestione di OM e OLP 

Per il trattamento di disturbi specifici della cavità orale come l’OM e l’OLP si ricorre a 

diverse categorie di farmaci, prodotti cosmetici e dispositivi medici utili a mantenere il 

buono stato di salute, e la prevenzione dei sintomi. 

OM e OLP sono patologie complesse per cui, come già accennato, non esistono protocolli 

terapeutici standardizzati. Questi disturbi richiedono un approccio terapeutico 

individualizzato che combini diverse strategie, considerando la gravità della condizione 

clinica del paziente e la risposta al trattamento. Tale approccio mira a: prevenire le infezioni, 

controllare infiammazione e dolore, mantenere la funzione orale, proteggendo o lenendo la 

mucosa, e in aggiunta a gestire complicanze concomitanti. L'obiettivo ultimo è migliorare la 

qualità della vita dei pazienti e prevenire l'aggravarsi della condizione clinica esistente. La 

strategia d'intervento prevede l'uso combinato di farmaci convenzionali, dispositivi medici 

o terapie alternative quali laserterapia, fotochemioterapia, ozonoterapia e crioterapia. 

Il trattamento degli stati infiammatori accompagnati da irritazione e dolore prevede nei casi 

più lievi l’uso di blandi anestetici topici come la lidocaina, o di analgesici e antinfiammatori 

non steroidei ad uso topico, tra cui è possibile citare principi attivi noti quali flubiprofene e 

benzidamina, sotto forma di spray, collutori e gel. Quando questi non sono sufficienti, si 

ricorre all’uso di corticosteroidi ad uso topico come difluocurtolone, idrocortisone, 

betametasone (valerato) e dexametasone, nella forma di tavolette orodisperdibili, spray orali, 

collutori. Nei casi più gravi vengono prescritti cortisonici potenti come clobetasolo 17-

propionato o fluocinolone (Rudralingam et al., 2017); la somministrazione di corticosteroidi 

o del glucocorticoide prednisolone può essere anche sistemica, e talvolta, il dolore derivato 

da lesioni e ulcerazioni è talmente severo da richiedere l’uso di farmaci potenti come i 

derivati della morfina. Più recenti sono le evidenze sull’uso nel trattamento dell’OLP di 

inibitori della calcineurina come il tacrolimus per uso topico, un potente agente 

immunosoppressore (Binnie et al., 2024; Lodi et al., 2020). L'immunosoppressione, indotta 

da condizioni patologiche o dalle terapie, specialmente se sistemiche, può compromettere la 

funzionalità del sistema immunitario, aumentando la suscettibilità a infezioni batteriche e 

fungine, come le candidosi orali, che possono aggravare le condizioni cliniche del paziente. 

L'utilizzo di antisettici per la cavità orale, sotto forma di spray, gel o collutori, aiuta a 

proteggere la mucosa orale; la clorexidina, ad esempio, è uno degli antisettici più 

comunemente impiegati in ambito dentistico. In caso di infezioni da batteri patogeni si 

ricorre invece all'utilizzo di antibiotici per via sistemica o topica. La doxiclina, 
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somministrata sotto forma di gel, è efficace nel trattamento di parodontiti e oltre a un effetto 

batteriostatico, essa combatte i meccanismi che portano alla risposta infiammatoria mediata 

da TNFα e metalloproteinasi (Piacentini et al., 2019). Per trattare infezioni fungine si ricorre 

invece all’uso di antifungini come miconazolo, ketoconazolo e itraconazolo o nistatina (Al-

Ani et al., 2021).  

L’efficacia dei trattamenti convenzionali per la gestione di OM e OLP è supportata da una 

solida letteratura scientifica e dall’esperienza clinica. La ricerca attuale  si concentra sullo 

sviluppo di nuove terapie che utilizzano principi attivi noti, veicolati in modo specifico a 

livello loco-regionale, con l'obiettivo di massimizzare l'efficacia terapeutica e minimizzare 

gli effetti collaterali sistemici o locali indesiderati. Nonostante i progressi compiuti, i 

trattamenti convenzionali spesso si focalizzano sulla gestione della sintomatologia acuta e 

sulla promozione della remissione dei sintomi piuttosto che sulla prevenzione delle recidive 

o della cronicizzazione della malattia. Inoltre, l'uso reiterato di questi farmaci può causare 

effetti collaterali che ne limitano l'impiego a lungo termine e, in alcuni casi di 

polifarmacoterapia, possono instaurarsi interferenze con altre terapie concomitanti. 

L'impiego di corticosteroidi, pur efficace nella soppressione delle manifestazioni 

infiammatorie acute, non è indicato nella terapia di mantenimento a causa dei numerosi 

effetti avversi associati all'uso prolungato. L'utilizzo di immunosoppressori, come il 

tacrolimus o il metotrexato, nei casi più gravi, riduce l'attivazione e la proliferazione 

linfocitaria, elementi chiave della risposta infiammatoria. Tuttavia, l'immunosoppressione 

comporta una riduzione delle difese dell'organismo, esponendo il paziente a un aumentato 

rischio di sovrainfezioni batteriche e fungine, potenzialmente letali in soggetti 

immunocompromessi. Il tacrolimus, pur approvato per la gestione dell'OLP, a causa delle 

sue ridotte dimensioni, può penetrare la mucosa nonostante la somministrazione topica, 

destinata ad un'azione locale. L'assorbimento può causare effetti avversi quali bruciore nel 

sito di applicazione, disturbi transitori del gusto, cefalea intermittente e, raramente, 

iperpigmentazione a chiazze della mucosa orale (Laeijendecker et al., 2006). 

L'utilizzo cronico di antibiotici per via sistemica, pur efficace contro le infezioni batteriche, 

comporta la compromissione dell'equilibrio della flora microbica a causa della loro 

aspecificità verso le specie patogene. Questo squilibrio può causare disordini 

gastrointestinali, compromissione della mucosa, e problemi cutanei come rash ed eritemi. 

Inoltre, l'uso prolungato e reiterato di antibiotici può favorire l'insorgenza di 

multifarmacoresistenza da parte delle specie patogene, necessitando della scelta di molecole 

più potenti o diverse. 
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Questi esempi vengono forniti per sottolineare che i trattamenti farmacologici convenzionali 

per OLP e OM, sebbene efficaci nel breve termine, presentano limiti significativi. Pertanto, 

si rende necessario lo sviluppo di nuove strategie che riducano gli effetti collaterali e che 

offrano un approccio terapeutico complementare o alternativo, che contempli l’uso di 

molecole dotate di elevata efficacia e allo stesso tempo di una ridotta tossicità e una maggiore 

sicurezza d'impiego; tra queste emergono sicuramente i polifenoli. 

1.6.2 Uso di molecole naturali come trattamenti coadiuvanti e alternativi  

Negli ultimi anni, la ricerca scientifica e clinica ha focalizzato l'attenzione su molecole di 

origine naturale per la prevenzione e il trattamento di diverse patologie odontoiatriche. Tale 

interesse è giustificato da un considerevole corpus di studi in vitro, ex vivo e in vivo che 

indagano i meccanismi d'azione di queste sostanze naturali, dimostrandone l'efficacia e il 

profilo di sicurezza favorevole. L'attenzione è rivolta sia a piante intere o estratti, considerati 

matrici complesse i cui componenti funzionali agiscono sinergicamente, sia a molecole 

bioattive isolate, estratte da piante o altre fonti, inclusi gli scarti agroalimentari. Queste 

molecole possono essere utilizzate singolarmente o in combinazione con farmaci tradizionali 

per potenziarne l'efficacia terapeutica o ridurne gli effetti collaterali. L'uso di tali sostanze 

presenta molteplici vantaggi, sia di natura economica sia attinenti alle loro proprietà 

intrinseche: innanzitutto hanno una facile reperibilità e un basso costo; l'estrazione da fonti 

naturali rinnovabili garantisce infatti un approvvigionamento sostenibile e vantaggioso, 

favorito anche dalla crescente attenzione verso gli scarti, che ne facilita il reperimento. 

Oltre ai suddetti vantaggi, l'impiego di sostanze naturali in odontoiatria offre ulteriori 

benefici derivanti dalle loro caratteristiche: la ridotta tossicità e il basso rischio di effetti 

avversi le rende promettenti anche per l’uso in ambito pediatrico. La possibilità di combinare 

le molecole naturali con i farmaci tradizionali apre nuove prospettive per lo sviluppo di 

terapie più efficaci e personalizzate, migliorando il profilo di sicurezza complessivo del 

trattamento. Tra le molecole bioattive più interessanti e indagate per l'uso in 

odontostomatologia, spiccano sicuramente i polifenoli.  

Come discusso in precedenza, l'ampia gamma di effetti benefici dei polifenoli deriva dalla 

loro capacità di modulare molteplici pathways cellulari correlati alla risposta infiammatoria, 

immunitaria, al controllo dello stress ossidativo e ai meccanismi di riparazione tissutale 

(Belfiore et al., 2024; Guo et al., 2023). Numerosi studi evidenziano le loro proprietà di 

wound-healing, accelerando la guarigione di ulcere aftose e altre lesioni della mucosa orale 

(Guo et al., 2023). L'attività antimicrobica dei polifenoli permette di controllare la 

proliferazione di microrganismi responsabili del cattivo odore e dello sviluppo di placca 
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dentaria, inibendo la formazione di biofilm batterici. Allo stesso tempo, esplicano un'azione 

benefica protettiva sulla dentina e lenitiva sulle gengive (Guo et al., 2023). Ad esempio, i 

polifenoli da estratti d'uva sono stati studiati per il loro effetto sullo sviluppo di placca 

dentaria, carie, disturbi infiammatori come gengiviti, parodontiti e pulpiti, problemi di 

sensibilità dentale e gengivale, alitosi e stomatiti. Proprio per queste peculiari attività 

biologiche sono indagati come agenti utili alla prevenzione e alla gestione di patologie come 

OM e OLP. 

La letteratura riporta numerosi esempi di applicazione di polifenoli o estratti particolarmente 

ricchi in sostanze di natura polifenolica per la prevenzione delle recidive e per il trattamento 

della mucosite orale (Belfiore et al., 2024). L’utilizzo di tali molecole rappresenta pertanto 

un'area di ricerca estremamente promettente per la medicina orale, offrendo nuove 

interessanti prospettive per lo sviluppo di terapie innovative, efficaci e sicure. L'impiego di 

polifenoli non si configura come una sostituzione delle terapie convenzionali, bensì come 

un approccio complementare: la co-somministrazione di molecole naturali e farmaci 

tradizionali può potenziare l'azione terapeutica di questi ultimi, migliorando l'efficacia del 

trattamento e permettendo di ridurre il dosaggio. Nei casi in cui la terapia convenzionale a 

lungo termine risulti controindicata o inefficace, le molecole naturali possono rappresentare 

un'alternativa valida per la gestione della patologia che può garantire la continuità del 

trattamento, apportando benefici al paziente anche durante la sospensione dei farmaci 

tradizionali.  

In questo contesto, la ricerca sui polifenoli deve concentrarsi su due fronti principali: 

I) ottimizzazione dei protocolli di trattamento con polifenoli: l'obiettivo primario è 

definire i protocolli efficaci, ottimizzando la posologia, la somministrazione e la 

durata del trattamento in base alla patologia da trattare.  

Sebbene dotati di minori effetti collaterali, i polifenoli possiedono comunque un'attività 

biologica definita e dipendente dalla dose. Un aspetto cruciale è determinare il range di 

concentrazione dei polifenoli più opportuno per ottenere l'effetto desiderato, bilanciando i 

benefici terapeutici con i potenziali effetti indesiderati. È fondamentale sottolineare infatti 

che secondo meccanismi che non dipendono esclusivamente dalla concentrazione, alcuni 

polifenoli mostrano effetti citoprotettivi derivati dall'azione antiossidante e 

antinfiammatoria, e in altri casi possono esibire citotossicità, effetto proossidante e 

proapoptotico. Molecole come la quercetina e il resveratrolo, per esempio, sono al centro 

dell'interesse della comunità scientifica come potenziali candidati per terapie antitumorali 

(Angellotti et al., 2023a; Lotfi et al., 2021). In questi casi, i polifenoli possono avere 
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un'azione terapeutica mirata, colpendo specifici bersagli molecolari nelle cellule tumorali, e 

possono essere impiegati per potenziare l'effetto dei chemioterapici tradizionali, 

permettendo di ridurre il dosaggio dei farmaci e la loro tossicità. 

II) Superamento dei limiti di biodisponibilità e instabilità: in campo tecnologico, lo 

sforzo maggiore risiede nel superare i limiti legati alla bassa biodisponibilità e 

all'instabilità di queste molecole. 

Lo sviluppo di forme di rilascio innovative è necessario per massimizzare l'efficacia dei 

polifenoli e consentire un effetto specifico sul tessuto target, specialmente nel caso in cui 

siano impiegati per il trattamento di disturbi specifici della mucosa orale (Teng et al., 2023). 

1.7 Formulazioni destinate alla cavità orale 

1.7.1. La mucoadesione e le forme farmaceutiche mucoadesive 

Nel contesto farmaceutico, si definisce “bioadesione” la capacità di una forma di dosaggio 

di aderire a una superficie biologica; se tale superficie consiste nel tessuto mucosale, questo 

fenomeno è noto come mucoadesione. Il fenomeno della mucoadesione, pur essendo oggetto 

di numerose indagini, conserva ancora aspetti non completamente chiariti. 

Esso si basa sull'instaurarsi di interazioni interfacciali complesse tra i componenti della 

formulazione e le glicoproteine del muco, che dà luogo ad un'adesione prolungata della 

stessa alla superficie mucosale. I componenti coinvolti sono in genere polimeri idrofili o 

idrofobi, che grazie a specifici gruppi funzionali presenti sulle catene polimeriche, si 

compenetrano con le glicoproteine presenti nello strato di muco (Khutoryanskiy, 2011). Le 

teorie proposte per spiegare la mucoadesione sono molteplici e convergono nell'evidenziare 

la rilevanza delle interazioni coinvolte. Il processo può essere suddiviso in due fasi : i) la 

fase di contatto: i componenti responsabili dell'interazione con le mucine entrano in un primo 

contatto con la superficie, ii) la fase di consolidamento: segue una serie complessa di eventi, 

tra cui il rigonfiamento del polimero per effetto della saliva, la penetrazione della 

formulazione nelle irregolarità della superficie mucosale e l'instaurarsi di legami primari di 

varia natura. In genere, in seguito all’ idratazione si verifica la libera diffusione delle catene 

polimeriche, che penetrando nello strato di muco, espongono i propri gruppi neutri o carichi 

(ossidrilici, carbossilici, amminici, solfato), instaurando legami chimici primari e secondari 

con le mucine. A questo punto l’adesione della forma farmaceutica alla superficie mucosale 

si consolida. 

Le formulazioni mucoadesive orali, già utilizzate nella terapia convenzionale, rappresentano 

un approccio versatile per la veicolazione di principi attivi. Grazie alla capacità di aderire 
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alle mucose, questi sistemi prolungano il tempo di permanenza nel sito di applicazione, 

migliorando l'efficacia terapeutica di molecole instabili o scarsamente biodisponibili. Tale 

approccio garantisce la protezione dei principi attivi dall’ambiente biologico sfavorevole, e 

ne promuove il rilascio e la permeazione, sia nel caso in cui si voglia ottenere un effetto 

sistemico, sia nel caso in cui si voglia ottenere un effetto topico-zonale, minimizzando così 

gli effetti collaterali sistemici (Andrews et al., 2009; Shaikh et al., 2011). 

Nel caso del rilascio sistemico le formulazioni mucoadesive fungono da deposito locale di 

principi attivi, che assorbiti per via transmucosale vengono direttamente rilasciati nel circolo 

ematico, bypassando il tratto gastrointestinale e il metabolismo epatico.  Ciò migliora la 

biodisponibilità di principi attivi come i polifenoli, instabili al pH gastrico e soggetti a 

degradazione enzimatica (Darshan & Sudheer, 2023). Nel trattamento di disturbi localizzati, 

i polimeri bioadesivi, interagendo con le glicoproteine mucose, conferiscono specificità 

d'azione alla formulazione. Questa aderisce alla mucosa orale per un tempo adeguato, 

garantendo un rilascio prolungato e controllato del principio attivo, massimizzandone 

l'efficacia terapeutica e la biodisponibilità (Darshan & Sudheer, 2023; Dubashynskaya & 

Skorik, 2022). Il trattamento di disturbi del cavo orale richiede il rilascio di elevate quantità 

di attivi a diretto contatto con le aree interessate (cavità dentale, zona gengivale o parete 

buccale) e la permanenza della formulazione per un tempo sufficiente a garantire un'azione 

efficace e mirata sulla mucosa. I sistemi di rilascio di farmaci bioadesivi consentono di 

immobilizzare la forma di dosaggio nella specifica zona, garantendo uno stretto e prolungato 

contatto per promuovere il rilascio di elevate concentrazioni nel tessuto bersaglio, 

proteggendo al contempo i principi attivi da condizioni sfavorevoli nel microambiente. 

Questi sistemi consentono di ridurre la dose e la frequenza di somministrazione, migliorando 

la compliance del paziente e riducendo gli effetti avversi (Andrews et al., 2009; Sosnik et 

al., 2014).  

Grazie alla loro versatilità, le formulazioni mucoadesive possono essere applicate in diverse 

aree della cavità orale, comprese quelle meno accessibili come la parte posteriore della gola 

o la superficie ventrale della lingua, adattandosi a specifiche esigenze terapeutiche (Shaikh 

et al., 2011). Inoltre, queste sono formulate per essere flessibili,  di dimensioni ridotte, per 

avere sapori gradevoli e non causare irritazioni o fastidi; possono inoltre essere applicate 

autonomamente, senza la necessità di intervento di personale specializzato. 

Grazie alla loro applicazione poco invasiva, sono particolarmente tollerate dai pazienti, 

specialmente in età pediatrica o geriatrica e da quelli in condizioni cliniche particolarmente 

invalidanti. Infine, in caso di tossicità o se la terapia deve essere interrotta, la formulazione 
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può essere facilmente rimossa e l'assorbimento viene prontamente interrotto (Bruschi et al., 

2020). 

 

Polimeri mucoadesivi  

I polimeri mucoadesivi possono essere classificati in base alla natura, alla carica (anionici, 

cationici, neutri), e al meccanismo preferenziale con cui interagiscono con le mucine. Sono 

distinti per l’origine in polimeri naturali e sintetici/semisintetici (Khutoryanskiy, 2011). I 

polimeri mucoadesivi naturali includono il chitosano, l'alginato, l'acido ialuronico, la pectina 

e la gomma xantana. Il chitosano è un polisaccaride cationico derivato dalla chitina, 

ampiamente studiato per le sue proprietà mucoadesive e per la capacità di aumentare la 

permeabilità dei farmaci attraverso la mucosa orale (Bruschi et al., 2020). 

La pectina è un polisaccaride anionico, presente in abbondanza in natura, che sta emergendo 

come un polimero mucoadesivo promettente per la somministrazione di farmaci a livello 

della mucosa orale e poiché in grado anche di formare idrogel (Szekalska et al., 2023; 

Thirawong et al., 2007, 2008).  Il processo di adesione tra questo polimero e il muco è 

supportato dalle teorie della diffusione e dell'adsorbimento: esso è il risultato della 

compenetrazione tra le catene del polimero e quelle glicoproteiche e della formazione di 

legami a idrogeno (Bruschi et al., 2020). 

Tra i polimeri di natura sintetica o semisintetica è possibile citare i derivati della cellulosa 

quali Carbossimetilcellulosa, Idrossipropilcellulosa, Idrossipropilmeticellulosa, polimeri 

dell’acido poliacrilico, il carbopol, il polivinilalcol e i polivinilpirrolidoni, ma anche i 

polietilenglicoli, che sebbene non contengano gruppi carbossili o tiolici responsabili della 

formazione di specifici legami con le glicoproteine, riescono a compenetrare con le catene 

delle mucine, agendo da promotori di penetrazione nello strato di muco (Bruschi et al., 2020; 

Khutoryanskiy, 2011; Sosnik et al., 2014).  

Questi polimeri possono essere distinti anche in base al meccanismo mediante il quale 

aderiscono alla superficie, vi sono infatti polimeri che aderiscono alla mucosa poiché in 

seguito all’aumento della viscosità diventano adesivi, polimeri che interagiscono 

instaurando legami aspecifici, non covalenti, o specifici (covalenti, di natura elettrostatica, 

idrogeno, idrofobici) o polimeri che legano un sito recettoriale specifico sulla superficie 

(Bruschi et al., 2020). 

La selezione del polimero mucoadesivo appropriato per una specifica applicazione è 

fondamentale e dipende da fattori quali le proprietà dei principi attivi, la cinetica di rilascio 

desiderata e il sito target di assorbimento. Questi polimeri possono influenzare infatti in 
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modo significativo la mucoadesione e la cinetica di rilascio, in funzione di parametri quali: 

PM, concentrazione, la lunghezza e conformazione delle catene polimeriche, gruppi 

funzionali, grado di reticolazione e di idratazione. 

Qualunque sia la scelta, il polimero deve possedere idonee caratteristiche ossia: essere 

atossico e non irritante per la mucosa, economico, stabile nella conservazione della forma di 

dosaggio, deve consentire l’incorporazione degli attivi e non ostacolarne il rilascio e deve 

aderire rapidamente e con una certa specificità alla mucosa di rivestimento, formando legami 

con le mucine non permanenti (Patil et al., 2016).  

1.7.2 Considerazioni tecnologiche sui sistemi di rilascio mucoadesivi 

Alla luce di quanto descritto, la mucoadesione è un fenomeno complesso, influenzato da una 

moltitudine di fattori legati sia alle caratteristiche dei principi attivi e della formulazione sia 

alla fisiologia della mucosa, di conseguenza, la progettazione di sistemi mucoadesivi 

richiede una profonda comprensione di tutti questi al fine di ottimizzare l’assorbimento 

transmucosale o l'accumulo tissutale locale degli attivi.  

Tra i fattori legati alle caratteristiche della mucosa orale, rivestono importanza la 

permeabilità, lo spessore, le proprietà superficiali (grandezza della superficie coinvolta) e 

l'azione dei fluidi secreti. Le diverse regioni del cavo orale presentano caratteristiche 

mucosali differenti, sia in termini di composizione che di spessore dell'epitelio, e mostrano 

una diversa permeabilità alle sostanze. Di conseguenza, alcune zone si prestano meglio di 

altre per ottenere un effetto sistemico o topico.  

La mucosa sublinguale, più sottile, permeabile e ampiamente irrorata, è ideale per un 

assorbimento transmucosale rapido e una rapida insorgenza d'azione, risultando 

particolarmente adatta per il trattamento di sintomi o patologie acute (Di Prima et al., 2021; 

Haju et al., 2021; Özakar & Özakar, 2021). Essendo continuamente bagnata dalla secrezione 

salivare, è adatta alla somministrazione di forme farmaceutiche come tablet o film 

rapidamente disperdibili e facilmente disintegrabili, ma meno adatta per forme mucoadesive 

che richiedono un tempo di permanenza prolungato.  

La mucosa buccale, che riveste l'area interna delle guance, è meno mobile della sublinguale, 

più spessa (per resistere a insulti meccanici), meno irrorata e meno permeabile (Campisi et 

al., 2010; Rossi et al., 2005). Pertanto, è il sito preferenziale per l'applicazione di forme 

mucoadesive solide (film, patches o tablet) o semisolide (gel) per il rilascio prolungato di 

principi attivi con effetto loco-regionale. Tuttavia, si presta anche al rilascio controllato di 

principi attivi per un rilascio sistemico (Dhiman et al., 2009; Teubl et al., 2013). Tra le 

proprietà della formulazione, di rilevante importanza sono la natura, il peso molecolare, e 
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l’eventuale carica superficiale del polimero mucoadesivo (Salamat-Miller et al., 2005); 

Giocano poi sicuramente un ruolo fondamentale proprietà degli attivi quali peso molecolare, 

il grado di lipofilia, la presenza di cariche elettrice e il grado di ionizzazione e quindi la 

costante di dissociazione e la concentrazione. altrettanto importante è considerare i parametri 

quali la pressione di applicazione e il tempo di contatto che la formulazione garantisce. 

La tipologia di forma farmaceutica e la presenza di determinati eccipienti possono 

influenzare l'assorbimento dei principi attivi, specialmente quando se ne modula il rilascio. 

Scelte formulative appropriate possono superare limitazioni derivanti dalla superficie di 

applicazione, dall'azione della saliva e dalle proprietà chimico-fisiche degli attivi. Ulteriori 

eccipienti possono essere aggiunti alla formulazione per modularne le caratteristiche 

tecnologiche e il profilo di rilascio, come ad esempio: plasticizzanti, agenti filmogeni, 

stabilizzanti, gelificanti, polimeri rigonfianti o formanti matrici erodibili, capaci di 

controllare il rilascio del principio attivo. Le formulazioni mucoadesive possono essere 

progettate per proteggere i principi attivi sensibili al pH o all’azione di enzimi degradativi;  

l’uso di modificatori del pH consente di creare un microambiente favorevole e di modificare 

la solubilità e la ripartizione delle molecole in prossimità del sito di assorbimento (in 

funzione del loro pKa, grado di ionizzazione e coefficiente di partizione) (He & Mu, 2023); 

inoltre è possibile ricorrere all’uso di inibitori enzimatici per proteggere gli attivi dalla 

degradazione. Si può ricorrere a eccipienti che aumentano la solubilità apparente del 

principio attivo come le ciclodestrine, o a promotori di assorbimento (penetration 

enhancers) che favoriscono la penetrazione degli attivi a livello della mucosa mediante 

diversi meccanismi; essi possono agire riducendo la viscosità del muco, alterando la struttura 

e aumentando la fluidità del doppio strato lipidico della membrana (Mistry & Notman, 2024; 

Rajan & Vasudevan, 2012). Tra questi vi sono sali biliari come il sodio deidrocolato, acidi 

grassi, l’urea o tensioattivi come il sodiolaurilsolfato, ma anche i polietilenglicoli (Maher et 

al., 2019; Mistry & Notman, 2024; Williams & Barry, 2012).  

Tali forme di rilascio possono essere inoltre progettate per rilasciare il farmaco in modo 

controllato nel tempo, fornendo un'azione terapeutica prolungata e riducendo in generale il 

dosaggio e la frequenza nelle somministrazioni (Fini et al., 2011; Koirala et al., 2021). Ciò 

può migliorare l'aderenza terapeutica, soprattutto per i pazienti che assumono più farmaci o 

che hanno difficoltà a seguire regimi di dosaggio complessi. 

Ad esempio, è possibile scegliere opportuni eccipienti che fungano da matrice a lento 

rilascio, o che formino uno strato impermeabile in grado di garantire un assorbimento 

unidirezionale, proteggendo dagli insulti meccanici e dalla dilavazione dal sito d’azione. In 

tal modo si può assicurare l’assorbimento di elevate quantità di principi attivi consentendo 
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la somministrazione efficace di molecole terapeutiche che altrimenti sarebbero instabili nel 

cavo orale (Kamonpatana et al., 2014; Rogozinska & Biesaga, 2020; Subramanian, 2021). 

In alternativa è possibile incapsulare gli attivi in sistemi micro e nanoparticellari, che 

permettono un rilascio controllato e li proteggono dall’idrolisi e degradazione. 

La progettazione tecnologica di queste forme di rilascio è flessibile, e consente di sviluppare 

diversi tipi di drug delivery systems, adatti a soddisfare le più specifiche esigenze 

terapeutiche e formulative. Tra questi si annoverano: formulazioni solide (rigide o flessibili, 

quali tablets, patches e film), semisolide (gel adesivi o  sistemi dispensabili come spray e 

gelificanti in situ) e infine formulazioni liquide nella forma di collutori o spray filmanti 

(soluzioni acquose o oleose, sospensioni).  

1.7.3 Strategie per la veicolazione dei polifenoli nella cavità orale 

L'impiego dei polifenoli in ambito cosmetico e farmaceutico è ostacolato da alcune 

limitazioni intrinseche che ne limitano l'utilizzo e ne riducono l'efficacia. 

L'efficacia dei polifenoli è strettamente correlata alla loro integrità strutturale e alla loro 

capacità di essere assorbiti. I limiti legati al loro impiego derivano proprio dal fatto che i 

polifenoli hanno una ridotta stabilità chimica a diverse condizioni ambientali: sono sensibili 

ad un pH neutro o basico, nel quale vengono spesso convertite in forme biologicamente 

meno attive o inattive (Ananingsih et al., 2013); sono sensibili alle alte temperature e alle 

radiazioni ultraviolette, che possono accelerare reazioni di degradazione (epimerizzazione, 

autossidazione) o indurre reazioni di fotolisi (Deng et al., 2018). 

Inoltre, sono molecole prevalentemente lipofile, il ché ne limita la solubilità in acqua, 

ostacolandone la stabilità in ambiente fisiologico e l'assorbimento (Munin & Edwards-Lévy, 

2011). Dopo somministrazione orale, presentano una bassa biodisponibilità a causa della 

degradazione nell’ambiente acido gastrico, e dell metabolismo da parte di enzimi digestivi 

intestinali, che ne causa l’ossidazione o l’idrolisi, riducendo la concentrazione della forma 

attiva disponibile per l'assorbimento. 

La suscettibilità dei polifenoli si verifica già in ambiente orale, in cui il pH della saliva, la 

presenza di enzimi salivari o di microrganismi può degradare i polifenoli o causarne 

modifiche strutturali, limitandone l’efficacia o l'assorbimento (Rogozinska & Biesaga, 

2020).  

La sfida più grande a livello formulativo risulta quindi quella di veicolare gli attivi con 

strategie innovative, in grado di sopperire alla loro instabilità in ambiente fisiologico. Per 

superare queste limitazioni e sfruttare appieno il potenziale dei polifenoli, sono state messe 

in atto diverse strategie di veicolazione (Angellotti et al., 2020b).  
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Attraverso la scelta dei più opportuni eccipienti è possibile sviluppare drug delivery systems 

in grado di proteggere i polifenoli dalla degradazione e di controllarne il rilascio nel tempo 

e nel sito d'azione desiderato. È possibile, per esempio, ricorrere all’incapsulazione dei 

polifenoli in sistemi micro o nano-particellari (Angellotti et al., 2021; Angellotti et al., 

2020b; Murgia et al., 2020). In tale caso i polifenoli vengono omogeneamente dispersi in 

una matrice di natura polimerica o lipidica definita carrier, in grado di proteggerli dalla 

degradazione causata dall’ambiente esterno e che modula il rilascio veicolando il principio 

attivo nel sito di interesse. Tra questi sistemi troviamo: i) nanosistemi lipidici: liposomi, 

nanoparticelle lipidiche e micelle solubilizzano i polifenoli, migliorandone la solubilità e 

proteggendoli dall'ambiente gastrico o all’interno della cavità orale stessa (Angellotti et al., 

2023b; Sengupta et al., 2021). L’uso di liposomi permette per esempio di superare le 

difficoltà legate alla bassa solubilità in ambiente fisiologico o consente di proteggere dal pH 

acido dell’intestino (Mignet et al., 2013); ii) matrici polimeriche erodibili o rigonfianti: i 

polifenoli vengono inglobati in matrici solide che si erodono gradualmente o che rigonfiano, 

rilasciando i composti attivi in modo controllato nel tempo (Neagu et al., 2023; Noor et al., 

2022; Palencia et al., 2017; Teixeira et al., 2024); iii) idrogeli: reti tridimensionali di polimeri 

in grado di assorbire e trattenere grandi quantità di acqua, emersi come una promettente 

piattaforma per la somministrazione di farmaci e polifenoli (Z. Li et al., 2022). 

Gli idrogel possono fornire un rilascio spaziale e temporale sostenuto e/o programmabile di 

attivi, e il loro elevato contenuto di acqua e la somiglianza fisiochimica con la matrice 

extracellulare favoriscono la biocompatibilità. In particolare, lo sviluppo di idrogel 

“intelligenti” con proprietà reattive, come la sensibilità al pH o alla temperatura, potrebbe 

consentire il controllo della cessione, la veicolazione verso il bersaglio o sito d'azione e 

l'assorbimento (El-Feky & Zayed, 2019; L. Liu et al., 2023).  

Tra le altre strategie possibili per ottenere un effetto loco regionale all’interno della cavità 

orale è possibile ricorrere anche a formulazioni orodisperdibili che rilasciano rapidamente 

gli attivi nella cavità orale per un effetto generalizzato sulla mucosa (da Costa et al., 2022). 

In questo contesto una strategia valida è fornita dall’impiego di formulazioni mucoadesive. 

Se opportunamente formulati i sistemi mucoadesivi rappresentano un metodo innovativo per 

la somministrazione di farmaci e sostanze funzionali quali i polifenoli, in grado di 

oltrepassare i limiti legati alla biodisponibilità e instabilità. 

Infine, la somministrazione a livello della mucosa orale può essere utilizzata per ottenere 

effetti sistemici, con il vantaggio di bypassare il metabolismo di primo passaggio ed il 

sistema gastrointestinale, ottenendo così buone concentrazioni plasmatiche.  
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2. Scopo della tesi 

L'industria vitivinicola siciliana ha visto negli ultimi anni un'espansione significativa del 

settore biologico, trainata dalla crescente attenzione alla sostenibilità ambientale e alla salute 

dei consumatori. Tuttavia, l’elevata produzione annua in questo settore comporta la necessità 

di gestire in modo sostenibile un’ingente quantità di scarti organici e inorganici generati. 

In un’ottica di circolarità, il settore produttivo e scientifico ricercano soluzioni innovative 

per ridurre l’impatto di questi scarti, che includono il recupero di sostanze funzionali per una 

potenziale applicazione nutraceutica e farmaceutica. Tuttavia, alcuni scarti e sottoprodotti, 

come gli agenti chiarificanti, non trovano destinazione diversa dalla discarica e richiedono 

ancora lo sviluppo di strategie di valorizzazione efficaci. La bentonite, impiegata nel 

processo di chiarifica all’interno dei silos di decantazione tal quale (bentonite bianca) o in 

miscela con ulteriori sostanze adsorbenti quali il carbone attivo (bentonite nera), oltre ad 

adsorbire le particelle colloidali di natura proteica, rimuove una quota rilevante di altre 

preziose sostanze bioattive, come i polifenoli. 

Considerata l'elevata quantità di bentonite impiegata nei processi di vinificazione (100 g/hL) 

e la conseguente rimozione di una significativa quota di polifenoli, si apre un’interessante 

prospettiva di valorizzazione di questo sottoprodotto: estraendo e recuperando gli attivi 

funzionali è possibile convertire questo scarto in una risorsa da destinare ai settori cosmetico 

e farmaceutico. 

Alla luce di queste evidenze e con un approccio interdisciplinare, il presente studio intende, 

da un lato, proporre soluzioni innovative per rivalutare uno scarto prima non considerato, 

dall’altro, intende utilizzare gli estratti ottenuti per lo sviluppo di prototipi formulativi utili 

in campo odontostomatologico. Pertanto, gli obiettivi di questo lavoro di tesi sono: 

a) recuperare la frazione fenolica intrappolata nella bentonite attraverso idonei processi 

estrattivi green, sostenibili, potenzialmente scalabili ed economicamente vantaggiosi, al 

fine di ottenere delle nuove materie prime seconde arricchite in polifenoli, che in un 

approccio waste-to-market rappresentino di per sé eccipienti funzionali direttamente 

commercializzabili. L’innovazione del progetto risiede inoltre nella scelta di solventi 

d’estrazione non convenzionali, ricercati tra eccipienti liquidi di consolidato uso in 

ambito cosmetico e farmaceutico, dalle comprovate caratteristiche di biocompatibilità, 

atossicità e che risultino possedere idonee proprietà solventi nei confronti dei polifenoli; 

b) formulare presidi medici a valenza sanitaria e prodotti cosmetici, utili al mantenimento 

del buono stato di salute del cavo orale e/o alla gestione di disturbi quali le OM dovute 
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ai trattamenti chemio- e radio terapici, e le lesioni tipiche dell’OLP, stati patologici 

correlati all’alterazione dell’equilibrio redox e ad un’elevata risposta infiammatoria. 

Per tale ragione il lavoro sperimentale è stato articolato in due fasi principali: una prima fase 

del progetto è stata dedicata al recupero dello scarto e alla valutazione delle più opportune 

condizioni di pretrattamento e conservazione dello stesso. Sono stati quindi selezionati i 

solventi e messe a punto procedure estrattive idonee all’ottenimento delle suddette materie 

prime seconde ricche in polifenoli, valutando due diverse matrici provenienti dalla 

chiarifica: bentonite bianca e bentonite nera. 

Attraverso una accurata caratterizzazione degli estratti ottenuti in termini di concentrazione 

di polifenoli, proteine e del potere antiossidante, è stato possibile individuare i solventi e le 

tecniche estrattive più performanti e al contempo scalabili. 

Nell’ottica di un approccio waste-to-market degli eccipienti funzionali, si è voluto quindi 

valutare la stabilità chimica degli estratti per un periodo complessivo compreso tra sei mesi 

e un anno, e contestualmente è stata valutata la loro citocompatibilità su diverse linee 

cellulari, così come il loro eventuale potenziale sensibilizzante e irritante su pelle e mucose, 

secondo le linee guida dell’ Organisation for Economic Cooperation and Development 

(OECD) per i composti chimici, in vista di una loro applicazione in campo cosmetico e 

farmaceutico. 

La seconda fase del progetto è stata dedicata allo sviluppo di prodotti cosmetici e presidi 

medici a valenza sanitaria, destinati al mantenimento del benessere del cavo orale. 

In particolare, gli estratti arricchiti in polifenoli sono stati inseriti in due tipi di formulazione: 

una liquida, in forma di gel termosensibile, e una solida, in forma di film mucoadesivo. 

La scelta del gel nasce dalla facilità nell’applicazione che lo rende sicuramente un prodotto 

di largo utilizzo e di sicura compliance per il paziente (Del Fante et al., 2011).  

Solo dopo un’accurata scelta degli eccipienti e una valutazione tecnologica dei prototipi 

formulati, in termini di spreadability, viscosità, palatabilità e stabilità, si è raggiunto 

l’obiettivo di ottenere una formulazione termoreversibile a base di Pluronic F-127, disegnata 

ad hoc per risultare in situ-gelling, ovvero sufficientemente fluida per essere distribuita nella 

cavità orale per mezzo di un erogatore, ma in grado di gelificare a 37°C una volta depositata 

sulla mucosa, dove può così rimanere adesa per un tempo prolungato. Del prototipo di 

formulazione è stata quindi valutata la sua capacità di promuovere in breve tempo 

l’accumulo dei polifenoli nel tessuto target mediante esperimenti ex vivo su mucosa porcina. 

La scelta delle formulazioni solide nasce in primis da voler ottenere formulazioni con un più 

lungo periodo di stabilità chimica. 
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I film si distinguono per la loro versatilità e il loro comfort, che li rende particolarmente 

accettati dalla popolazione pediatrica o geriatrica e nelle situazioni come la disfagia. 

Progettati per essere sottili, flessibili e morbidi, garantiscono un'applicazione semplice e 

possono essere posizionati in diverse aree della cavità orale. Questo li rende più confortevoli 

anche rispetto alle formulazioni topiche tradizionali come gel o creme, che possono risultare 

unte, scomode da applicare e che sono maggiormente soggette a dilavamento, con 

conseguente minor controllo della dose di principio attivo per singola applicazione (Silva et 

al., 2015). Lo sviluppo di film orali si è basato su procedure tecnologiche consolidate quali 

il solvent casting e l’utilizzo di polimeri naturali come la pectina e l’acido ialuronico. I film 

sono stati prodotti modulando opportunamente i rapporti tra estratto in PEG e polimero/i, al 

fine di garantire un’adeguata flessibilità e resistenza agli stress meccanici, di garantire un 

tempo di permanenza adeguato e, nel caso di trattamento di lesioni o ulcere, la protezione 

meccanica, prevenendo e riducendo il dolore. Inoltre, queste formulazioni sono state valutate 

per la loro capacità di promuovere l’accumulo di polifenoli nel tessuto target, mediante 

esperimenti ex vivo su mucosa buccale porcina. 
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3. Materiali e metodi  

3.1 Materiali 

I prodotti di scarto oggetto di questo lavoro sperimentale sono stati gentilmente forniti 

dall’azienda Bono&Ditta S.p.A, (Campobello di Mazara, Trapani) ed ottenuti dopo 

spremitura a seguito del processo di chiarifica del mosto di uve bianche biologiche (100 g di 

agente chiarificante per 1 hL di mosto). 

I due scarti recuperati sono indicati come “bentonite bianca”, BB (bentonite sodica attivata 

Enobent® Standard) e “bentonite nera”, BN (Enobent® Standard + carbone attivo 1:1 p/p). Il 

glicole propilenico, il trans-resveratrolo (RSV), il polivinilpirrolidone K30 (PVP K30), il 

sodio ialuronato (HA), il calcio lattato pentaidrato e il pluronic F-127 sono stati acquistati 

presso la ditta A.C.E.F. Spa (Fiorenzuola D’Arda, PC, Italia). Il polietilenglicole 200, 400 e 

600 (PEG200, PEG400 e PEG600), l’albumina sierica bovina (BSA), il glicerolo, il radicale 

libero 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), l’acido ascorbico, il sorbato di potassio, il 

sodio metabisolfito, l’urea e il sodio deidrocolato (SDC) sono stati acquistati presso la ditta 

Carlo Erba Reagents (Milano, Italia). La quercetina (QRC) e lo xilitolo sono stati acquistati 

presso la ditta Farmalabor (Canosa di Puglia, Italia). L’alcol benzilico e la pectina di agrumi 

sono stati acquistati presso la ditta Galeno (Carmignano, Italia). L’acido gallico (AG), il 

reattivo di Bradford, il reattivo di Folin-Ciocalteu, il sodio lauril solfato (SLS), il metile 

acetato (MA), il 2,4-dinitroclorobenzene (DNCB), le cellule BALB/3-T3, il 3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT), il Dulbecco's modified eagle 

medium (DMEM)  e tutti gli standard impiegati per le analisi LC-MS/MS sono stati 

acquistati presso la ditta Merck (Darmstadt, Germania). I modelli EpiDermTM (Batch 36186) 

e EpiOcular™ EIT (Batch 34994) sono stati forniti dalla ditta MatTek (Bratislava, 

Slovacchia). Il tampone fosfato salino (PBS) e l’acqua sterile sono stati acquistati presso la 

ditta Euroclone S.p.A. (Pero, MI, Italia). Il terreno di coltura cellulare (GIBCO, 31870-02) 

è stato acquistato dalla ditta Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Il Trealosio 

diidrato è stato acquistato presso Hayashibara Shoji (Okayama, Giappone). Le β-

ciclodestrine (β-CD) son state acquistate presso la ditta Roquette Italia S.P.A (Cassano 

Spinola, AL, Italia). 

Per gli esperimenti sono state preparate le seguenti soluzioni acquose: 

 Il tampone citrato pH 5.5 è stato preparato solubilizzando 3.024 g di citrato di sodio 

anidro e 0.636 g di acido citrico monoidrato in 1 L di acqua distillata. 
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 La soluzione al 3% (p/v) di β-CD è stata preparata solubilizzando 3 g di β-CD in 100 mL 

di tampone citrato pH 5.5. 

 La soluzione isotonica è stata preparata solubilizzando 9 g di NaCl in 1 L di acqua 

distillata. 

 La soluzione isotonica contenente trealosio (5% p/v) è stata preparata solubilizzando 50 

g di trealosio e 9 g di NaCl in 1 L di acqua distillata. 

 La saliva artificiale non enzimatico pH 6.8 è stata preparata solubilizzando 0.126 g di 

NaCl, 0.937 g di KCl, 0.189 g di KSCN, 0.655 g di KH2PO4, 0.2 g di urea, 0.154 g di 

Na2SO4, 0.178 g di NH4Cl, 0.130 g di CaCl2 e 0.631 g di NaHCO3 in 1 L di acqua 

distillata (Gal et al., 2001).   

I sali utilizzati sono stati acquistati presso la ditta VWR International (Lovanio, Belgio). 

Tutti i solventi utilizzati sono di grado analitico o per HPLC. I solventi organici, i sali ed i 

reagenti adoperati sono di grado analitico e sono stati utilizzati senza subire ulteriori 

purificazioni. 

I risultati sperimentali sono stati elaborati utilizzando i programmi di elaborazione dati quali 

Microsoft Excel, Origin Pro 2024 e Curve Expert. 

I campioni tissutali porcini da cui sono state ricavate le mucose sublinguale e buccale sono 

stati gentilmente forniti dall’Azienda Agricola Mulinello S.r.l. (Leonforte, EN, Italia) e 

provengono da animali destinati al consumo umano. Pertanto, il loro impiego non richiede 

la preventiva approvazione da parte del comitato etico. 

3.2 Metodi 

3.2.1 Recupero e stoccaggio della bentonite esausta 

I campioni sia di bentonite bianca (BB) che di bentonite nera (BN) sono stati recuperati 

direttamente dai silos di filtrazione, a seguito del processo di chiarifica del mosto di uve 

bianche biologiche e successiva pressatura. La bentonite esausta si presenta come una massa 

umida di colore grigio scuro/nero, dalla consistenza pastosa a temperatura ambiente. 

Aliquote rappresentative di differenti lotti di bentonite (5-10 kg) sono state stoccate in 

azienda a -20°C immediatamente dopo l’utilizzo, al fine di assicurarne la stabilità prima del 

trasferimento. 

In seguito, tali lotti sono stati trasportati in box refrigerati presso i laboratori del dipartimento 

STEBICEF dell’Università degli Studi di Palermo. 
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3.2.2 Pretrattamento e conservazione della bentonite esausta 

La bentonite esausta ancora congelata è stata sottoposta a frantumazione e polverizzazione 

in mortaio, grossolana setacciatura, miscelazione e suddivisione in aliquote da 100-150 g. 

Queste sono state conservate all’interno di contenitori di polipropilene a -80°C (Thermo 

Forma ultra-freezer -86°C mod.902, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 

3.2.3 Crioessiccazione e valutazione del contenuto d’acqua 

Aliquote accuratamente pesate di BB e BN sono state sottoposte a freeze drying (FreeZone 

2.5 Liter -50°C Benchtop Freeze Dryer) per circa 72 ore, a -50°C ed alla pressione di 0.014 

mPa. A seguito di crioessiccamento, i campioni sono stati nuovamente pesati, e il contenuto 

d’acqua percentuale (p/p) è stato calcolato come segue: 

dove Pw e Pd indicano rispettivamente il peso del campione umido (“wet”) ed il peso del 

campione dopo crioessiccamento (“dry”). Tale procedura è stata condotta su 12 aliquote di 

BN e su 12 aliquote di BB ed i risultati sono riportati come media (n=12) ± errore standard 

(ES). 

3.2.4 Preparazione e caratterizzazione di estratti arricchiti in polifenoli mediante 

macerazione semplice a partire da bentonite bianca esausta (BB) 

3.2.4.1 Estrazione di polifenoli per macerazione semplice da BB wet e dry  

La procedura ottimizzata di estrazione dei polifenoli per macerazione semplice a partire da 

BB è stata condotta sia utilizzando campioni precedentemente sottoposti a crioessiccamento 

(dry) che sullo scarto umido direttamente ricevuto (bentonite wet). Quantità accuratamente 

pesate di BB (1 g per la bentonite dry e 2 g per la bentonite wet, tenendo in considerazione i 

valore precedentemente calcolato di contenuto percentuale di acqua) sono state miscelate 

con 8 g di PEG200 (P200) o glicole propilenico (GP), quindi mantenute sotto vigorosa 

agitazione magnetica, mediante uso di agitatore a piastra (Heidolph MR3001K con sonda di 

temperatura Heidolph EXT3001, Heidolph Instruments, Schwabach, Germania) e di 

ancoretta magnetica, all’interno di un bagno d’acqua termostato a 25.0 ± 0.5 °C e al riparo 

dalla luce per 1 h.  In seguito, ogni campione è stato trasferito in un falcon da 15 ml e 

centrifugato a 12000 rpm per 20 minuti a 10°C. Il surnatante colorato ottenuto è stato 

prelevato, filtrato mediante filtro a siringa di nylon (LLG-Syringe filters Spheros, 0.45 µm), 

trasferito in contenitore di vetro ambrato e accuratamente pesato per valutare la quantità di 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑢𝑡𝑜 𝑑′𝑎𝑐𝑞𝑢𝑎 % =
𝑃𝑤 − 𝑃𝑑

𝑃𝑤
× 100 
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estratto recuperata in funzione della quantità di solvente utilizzato, mediante la seguente 

formula:  

Ciascuna procedura di estrazione è stata condotta in triplicato e i risultati sono riportati come 

media (n=3) ± ES. In seguito, gli estratti liquidi colorati sono stati conservati a 4°C al riparo 

dalla luce fino alle successive caratterizzazioni. In Tab. 1 sono riportati i formula code di 

ciascun estratto, identificando la matrice estrattiva, il solvente ed il rapporto in peso tra i due. 

Tabella 1. Formula code degli estratti ottenuti per macerazione semplice da bentonite bianca. 

Formula code 
Matrice 

estrattiva 
Solvente estrattivo 

Rapporto p/p 

bentonite:solvente 

P200-Dry BB dry PEG200 1:8 

P200-Wet BB wet PEG200 1:4 

GP-Dry BB dry GP 1:8 

GP-Wet BB wet GP 1:4 

Gruppo controllo 

La stessa procedura d’estrazione è stata condotta utilizzando Enobent® Standard non esausta, 

al fine di verificare l’esistenza di eventuali interferenze. 

3.2.4.2 Valutazione della densità  

500 μL di estratto/solvente d’estrazione sono stati accuratamente prelevati con l’ausilio di 

una micropipetta tarata, trasferiti all’interno di eppendorf e pesati utilizzando una bilancia 

analitica con precisione alla quinta cifra decimale (Mettler, Columbus, OH, USA, Mod. AE 

240). La densità è stata quindi calcolata matematicamente rapportando il peso registrato al 

volume prelevato. Le misure sono state condotte in triplicato ed i risultati sono riportati come 

media (n=9) ± ES.  

3.2.4.3 Valutazione del pH dopo diluizione con acqua  

500 mg di ciascun estratto/solvente d’estrazione sono stati accuratamente pesati e posti 

all’interno di un matraccio ambrato, quindi diluiti fino a 5 mL con acqua ultrapura, ottenendo 

una soluzione limpida con concentrazione pari a 100 mg/mL. Ciascuna soluzione è stata 

sottoposta a misurazione del pH utilizzando un pHmetro HI 2211 pH/ORP (Hanna 

Instrument Woonsocket, RI, USA). La valuta del pH è stata condotta in triplicato ed i risultati 

sono riportati come media (n=9) ± ES. 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑜 % =  
𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑡𝑜 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑡𝑜  𝑔 

𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑧𝑖𝑎𝑙𝑒  𝑔 
 𝑥 100 
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 3.2.4.4 Identificazione del profilo cromatografico e quantificazione di tre polifenoli 

standard mediante analisi HPLC-DAD 

Aliquote precedentemente filtrate (PTFE, 0.22 μm) sono state diluite con metanolo (1:1 v/v), 

centrifugate per 10 minuti a 14000 rpm (ultracentrifuga MySPIN 12, Thermo Scientific), 

quindi sottoposte ad analisi HPLC-DAD utilizzando uno strumento Agilent 1260 Infinity, 

dotato di una pompa quaternaria G1311B, campionatore automatico G7129C, comparto 

integrato per la termostatazione delle colonne cromatografiche, detector Diode-Array 1260 

Infinity II, e software di integrazione automatica (OpenLAB CDS ChemStationWorkstation, 

Stockholm, Sweden). La separazione cromatografica è stata condotta iniettando 20 μL di 

analita ed utilizzando come fase stazionaria una colonna ACE Excel® Super C18 (lunghezza: 

12.5 cm; diametro interno: 4.6 mm; pore size: 100 Å; particle size: 5 μm), mantenuta alla 

temperatura di 25±1°C. Come fase mobile è stata impiegata una miscela costituita da una 

soluzione acquosa allo 0.1% (v/v) di acido trifluoroacetico (eluente A), ed acetonitrile 

(eluente B) secondo il seguente metodo in gradiente: 0-2 minuti → condizioni isocratiche 

A:B=90:10; 2-22 minuti → gradiente da A:B=90:10 a A:B=5:95; 22-23 minuti → condizioni 

isocratiche A:B=5:95; 23-25 minuti → gradiente da A:B=5:95 a A:B=90:10; 25-27 minuti 

→ condizioni isocratiche A:B=90:10. Il flusso è stato mantenuto a 1 mL/min ed il detector 

è stato settato nel range 190-640 nm. Per la quantificazione di AG, RSV e QRC sono state 

costruite tre rette di calibrazione: 

 AG: analisi di 5 soluzioni standard in metanolo. Range di linearità: 0.5-100 μg/mL, λmax 

= 271 nm, tempo di ritenzione: 2.77 min, regressione lineare: Area= −4.38 + 32113.53 x 

[mg/mL] (R = 0.999); 

 RSV: analisi di 6 soluzioni standard in metanolo. Range di linearità: 0.1-50 μg/mL, λmax 

= 305 nm, tempo di ritenzione: 11.25 min, regressione lineare: Area= 49.47 + 142283.71 

x [mg/mL] (R = 0.999); 

 QRC: analisi di 5 soluzioni standard in metanolo. Range di linearità: 1-100 μg/mL, λmax 

= 370 nm, tempo di ritenzione: 12 min, regressione lineare: Area= −14.63 + 77606.83 x 

[mg/mL], (R = 0.999). 

Ciascuna analisi quantitativa è stata ripetuta in triplicato ed i risultati sono riportati come 

concentrazione media in μg/mL (n=9) ± ES. 

3.2.4.5 Valutazione del contenuto fenolico totale (CFT) mediante saggio di Folin-

Ciocalteu 

500 mg di ciascun estratto/solvente d’estrazione sono stati accuratamente pesati e posti 

all’interno di un matraccio ambrato, quindi diluiti fino a 5 mL con acqua ultrapura, ottenendo 
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una soluzione limpida con concentrazione pari a 100 mg/mL. 50 μL di ciascuna soluzione 

sono stati addizionati a 2 mL di acqua ultrapura posti all’interno di un falcon da 15 mL. In 

seguito, 130 μL di reattivo di Folin-Ciocalteu sono stati trasferiti all’interno del falcon e la 

soluzione è stata agitata vigorosamente con l’ausilio di un vortex (LLG-uniTEXER 1), e 

lasciata ad incubare al riparo dalla luce per 5 minuti. Quindi, alla miscela sono stati aggiunti 

370 μL di una soluzione di carbonato di sodio anidro (0.2 g/mL) e, dopo ulteriore agitazione, 

i campioni sono stati lasciati a incubare al riparo dalla luce per 2 h, quindi immediatamente 

sottoposti ad analisi spettrofotometrica UV-Vis (Shimadzu 1700, Kyoto, Japan). Per la 

determinazione del CFT è stata costruita una retta di calibrazione utilizzando come standard 

di riferimento AG. Sei soluzioni standard di AG (range di contrazione: 50-500 μg/mL) sono 

state sottoposte alla procedura sopra elencata ed analizzate ottenendo la seguente la retta di 

calibrazione: λmax = 760 nm; range di linearità: 0.98–9.80 µg/mL, regressione lineare: Abs = 

0.039 + 65.08 x [mg/mL] (R = 0.999).  

L’analisi è stata condotta in triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=9) ± ES in 

termini di mg equivalenti di AG per g di estratto (mgGAE/g). 

3.2.4.6 Valutazione del potere antiossidante mediante saggio del DPPH 

100 mg di estratto/solvente d’estrazione sono stati sono stati accuratamente pesati e posti 

all’interno di un matraccio ambrato, quindi diluiti fino a 5 mL con acqua ultrapura, ottenendo 

una soluzione limpida con concentrazione pari a 20 mg/mL. In seguito, 100 μL delle 

soluzioni limpide risultati sono state addizionate a 2 mL di una soluzione madre di DPPH 

(40 μg/mL) posta all’interno di una cuvette di quarzo, sottoposti a rapida e vigorosa 

miscelazione ed immediatamente analizzati mediante spettroscopia UV-Vis (Shimadzu 1700 

Kyoto, Giappone), ripetendo l’analisi ogni 5 minuti per 1 h a temperatura ambiente. 

I risultati di Abs ottenuti a λ=515 nm sono stati impiegati per la determinazione del radicale 

DPPH residuo percentuale, ponendo il valore di Abs e la relativa concentrazione ottenuto 

per il bianco pari al 100%.  

Per la quantificazione del radicale DPPH residuo, è stata costruita una curva di calibrazione 

analizzando 6 soluzioni standard di DPPH in metanolo: range di concentrazione di 4-40 

μg/mL; regressione lineare: Abs=0.018+28.59 x [mg/mL], (R=0.999). 

Ogni esperimento è stato condotto in triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=9) 

± ES in termini di percentuale di radicale DPPH residuo in funzione del tempo di 

incubazione. Inoltre, al fine di quantificare il potere antiossidante degli estratti, sono state 

costruite curve standard di cinetica di riduzione del radicale DPPH utilizzando come 

molecola modello l’AG (range di concentrazione: 15–50 µg/mL). Diagrammando il valore 
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di DPPH residuo % a tre specifici time points (10, 30 e 60 min) in funzione della 

concentrazione di AG, sono state costruite 3 curve di calibrazione:  

 10 min → regressione lineare: residuo DPPH %=90.65-1153.55 x [mg/mL] (R=0.996); 

 30 min → regressione lineare residuo DPPH %=91.36-1293.95 x [mg/mL] (R=0.999); 

 60 min → regressione lineare: residuo DPPH %=90.65-1338.35 x [mg/mL] (R=0.999). 

Anche le soluzioni standard di AG sono state analizzate in triplicato ed i risultati sono 

riportati come media (n=3) ± ES. L’impiego delle rette di calibrazione ai diversi time points 

ha consentito di esprimere il potere antiossidante degli estratti in termini di mgGAE/g (n=9) ± 

ES. 

3.2.4.7 Valutazione del contenuto proteico totale (CPtT) mediante saggio di Bradford  

500 mg di ciascun estratto/solvente d’estrazione sono stati accuratamente pesati e posti 

all’interno di un matraccio ambrato, quindi diluiti fino a 5 mL con acqua ultrapura, ottenendo 

una soluzione limpida con concentrazione pari a 100 mg/mL. 200 μL di ciascuna soluzione 

sono stati addizionati a 600 μL di acqua ultrapura precedentemente caricati all’interno di un 

eppendorf da 2 mL. In seguito, 200 μL di reattivo di Bradford (Comassie Blue Brilliant, 

B6916-Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) sono stati addizionati e la miscela è stata 

sottoposta a vigorosa agitazione con ausilio di un vortex (LLG-uniTEXER 1) e 

successivamente lasciata a incubare al riparo dalla luce, a temperatura ambiente, per 30 

minuti. Le soluzioni sono state in seguito sottoposte ad analisi spettrofotometrica UV-Vis. 

Per la determinazione del CPT è stata costruita una retta di calibrazione utilizzando come 

standard di riferimento la BSA. Cinque soluzioni standard di BSA sono state sottoposte alla 

procedura sopra elencata ed analizzate ottenendo la seguente la retta di calibrazione: 

λmax=595 nm; range di linearità: 2-7 µg/mL, regressione lineare: Abs = 0.1700+0.0332 x 

[mg/mL] (R=0.998). L’analisi è stata condotta in triplicato ed i risultati sono riportati come 

media (n=9) ± ES in termini di mg equivalenti di BSA per g di estratto (mgeqBSA/g). 

3.2.4.8 Studi di stabilità degli estratti 

Gli estratti sono stati conservati al riparo dalla luce, a una temperatura di 4°C, per un tempo 

pari a 6 mesi e in seguito, sono stati sottoposti a ispezione visiva e nuovamente analizzati 

mediante HPLC-DAD, saggio DPPH, saggio di Folin-Ciocalteu, saggio di Bradford per 

valutare la loro stabilità alle condizioni di stoccaggio summenzionate. Ciascuna analisi è 

stata ripetuta in duplicato ed i risultati sono riportati come media  (n=6) ± ES. 
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3.2.4.9 Studi di citocompatibilità degli estratti  

La valutazione della citocompatibilità degli estratti è stata condotta mediante saggio 

metabolico colorimetrico MTT (bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) 

utilizzando fibroblasti embrionali murini immortalizzati (BALB/3-T3) trattati con 

concentrazioni crescenti degli estratti e dei relativi solventi d’estrazione. Le cellule sono 

state coltivate in DMEM, integrato con siero fetale bovino (FBS) al 10%, L-glutamina (2 

mM), penicillina (100 U/mL) e streptomicina (0.172 mM). Le cellule sono state ripiastrate 

due volte alla settimana a una densità di 3×105 cellule/mL e mantenute in fase Log, 

all’interno di un incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata al 5% di CO2 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, Mod: 3543). In seguito, le cellule sono state 

seminate in una piastra a 96 pozzetti (Corning™, New York, NY, USA) a una densità pari a 

1.8×104 cellule per pozzetto, incubate per una notte e poi trattate per 24 h in assenza 

(controllo negativo) o in presenza dei campioni (range di concentrazioni: 2.5-20 μL/mL). Al 

termine del periodo di incubazione, il medium è stato rimosso e ciascun pozzetto lavato con 

200 μL di PBS (pH 7.4), quindi trattato con ulteriori 200 μL di medium fresco contenente 

MTT (5 mg/mL). Dopo ulteriori 2 h di incubazione a 37°C, le piastre sono state centrifugate 

per 5 minuti a 1000 rpm (Allegra X12, Beckman Coulter, Life Sciences, Milano, Italia), ed 

il surnatante è stato rimosso per eliminare l’eccesso di MTT non metabolizzato. Sono stati, 

quindi, aggiunti 100 μL di DMSO, al fine di solubilizzare i cristalli di formazano formatisi, 

e i valori di Abs a 570 nm sono stati registrati utilizzando un lettore di piastre LTEK A-302 

(INNO, Seongnam, Republic of Korea). Il valore di Abs misurato per il controllo non trattato 

è stato considerato pari al 100% di vitalità cellulare ed impiegato per il calcolo della vitalità 

cellulare percentuale dei pozzetti trattati. Gli esperimenti sono stati ripetuti tre volte in 

triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=9) ± deviazione standard (DS). 
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3.2.5 Preparazione e caratterizzazione di estratti arricchiti in polifenoli mediante 

macerazione semplice a partire da bentonite nera esausta (BN) e formulazione di uno 

spray orale in situ-gelling 

3.2.5.1 Estrazione per macerazione semplice di polifenoli da BN wet 

L’estrazione dei polifenoli dallo scarto BN è stata condotta in accordo a quanto riportato nel 

paragrafo 3.2.4.1, utilizzando come solventi d’estrazione: PEG200 (P200), PEG400 (P400), 

PEG600 (P600), glicole propilenico (GP) Glicerolo (G), nonché tre miscele di P200 e GP in 

differenti rapporti in meso (Tab.2).  

Tabella 2. Formula code degli estratti ottenuti per macerazione semplice da bentonite nera. 

Formula code Solvente d’estrazione 

P200-BN Polietilenglicole 200 

P400-BN Polietilenglicole 400 

P600-BN Polietilenglicole 600 

G-BN Glicerolo 

GP-BN Glicole propilenico 

P7G3 Miscela 70% (v/v) PEG200 + 30% (v/v) Glicole propilenico 

P5G5 Miscela 50% (v/v) PEG200 + 50% (v/v) Glicole propilenico 

P3G7 Miscela 30% (v/v) PEG200 + 70% (v/v) Glicole propilenico 

La procedura di estrazione è stata ripetuta 6 volte per ciascun solvente d’estrazione ed il 

valore di recupero % è stato calcolato come precedentemente descritto (paragrafo 3.4.2.1), 

riportando i risultati come media (n=6) ± ES. Anche in questo caso sono state eseguite 

estrazioni controllo a partire da una miscela di Enobent® standard e carbone attivo (1:1 p/p) 

non esausta. 

3.2.5.2 Caratterizzazione degli estratti: densità, pH dopo diluzione con acqua, analisi 

HPLC-DAD e saggi colorimetrici di Folin-Ciocalteu, Bradford e DPPH 

La densità degli estratti ed il loro pH sono diluizione con acqua sono stati calcolati come 

descritto nei paragrafi 3.2.4.2 e 3.2.4.3 rispettivamente. La quantificazione di AG, RSV e 

QRC in ciascun estratto è stata condotta mediante analisi HPLC-DAD come descritto nel 

paragrafo 3.2.4.4. Il CFT ed il CPtT sono stati valutati mediante saggio di Folin-Ciocalteu e 

di Bradford, secondo quanto descritto nel paragrafo 3.2.4.5 e nel paragrafo 3.2.4.7, 

rispettivamente. Il potere antiossidante degli estratti è stato valutato mediante saggio DPPH, 

come illustrato al paragrafo 3.2.4.6. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed 

i risultati sono riportati come media (n=18) ± ES. 
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3.2.5.3 Valutazione complessiva dei polifenoli estratti mediante analisi HPLC-MS 

Per la valutazione del pool fenolico estratto sono state condotte analisi HPLC-MS previa 

opportuna diluizione di ciascun campione con metanolo (1:100 v/v), adattando una 

procedura già pubblicata (Indelicato et al., 2023). Per le analisi è stato utilizzato uno 

spettrometro di massa (QqQ, Thermo Fisher Scientific, Germania) a triplo quadrupolo 

Ultimate 3000 collegato a un TSQ Quantiva (Thermo Fisher Scientific, San José, CA, USA) 

e dotato di una sorgente HESI (Heated Electrospray Ionization). 

La separazione cromatografica è stata condotta utilizzando una colonna a fase inversa 

Hypersil GOLD C18 (2.1 mm × 50 mm, particle size 1.9 μm, Thermo Fisher Scientific), 

mantenuta a 30°C, ed iniettandovi 5 μL di campione. La fase mobile è costituita da una 

miscela di soluzione acquosa di acido formico allo 0.1% (eluente A) e metanolo (eluente B), 

mantenuta ad un flusso di 0.3 mL/min secondo il seguente metodo in gradiente: : 0-2 minuti 

→ condizioni isocratiche A:B=95:5; 2-10 minuti → gradiente da A:B=95:5 a A:B=30:70; 

10-12 minuti → condizioni isocratiche A:B=0:100; 12-17 minuti → condizioni isocratiche 

A:B=0:100; 17-17.1 minuti → gradiente da A:B=0:100 a A:B=99:1; 17.1-19 minuti → 

condizioni isocratiche A:B=99:1. 

Le analisi sono state condotte in modalità ioni negativi, con messa a punto eseguita 

utilizzando soluzioni metanoliche standard degli analiti a una concentrazione di 1 ppm. 

Le condizioni di spettrometria di massa erano le seguenti: HESI (-), tensione di spruzzo 

statica a 2500 V, pressione del gas ausiliario a 10 unità arbitrarie, pressione del gas di 

rivestimento a 50 psi, gas di sweep a 1 unità arbitraria, temperatura del tubo di trasferimento 

ionico a 325 °C, temperatura del vaporizzatore a 350°C, con un tempo di permanenza di 100 

ms; risoluzione Q1 a 1 Da, risoluzione Q3 a 0.4 Da e gas di dissociazione indotta da 

collisione (CID) (Ar) a 2.0 mTorr. Il monitoraggio della reazione selezionata è stato condotto 

sulle molecole deprotonate di ciascun polifenolo ([MH]-). Il metodo di quantificazione ha 

comportato l'integrazione delle aree sotto tutte le transizioni monitorate.  

Per quantificare i composti fenolici (standard utilizzati: quercetina, acido gallico, 

resveratrolo, apigenina-7-glucoside, apigenina, acido clorogenico, acido idrossicinnamico, 

kaempferolo, acido vanillico, acido ferulico, acido caffeico, catechina, epicatechina, rutina, 

acido siringico e acido gentisico), è stato utilizzato un metodo di calibrazione esterno, 

analizzando cinque soluzioni standard di ciascun analita (range di concentrazioni: 1000-50 

μg/mL, (R2 = 0.999). I dati sono stati elaborati utilizzando Quan/Qual Browser in Trace 

Finder (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). Ogni punto sulla curva di 

calibrazione è stato derivato dalla media di tre iniezioni indipendenti. I limiti di rilevamento 

(LOD) e quantificazione (LOQ) per ogni composto nelle soluzioni standard sono stati 



58 

determinati utilizzando il segnale del bianco e la curva di regressione (la media di cinque 

bianchi iniettati tra gli standard) entro la stessa finestra temporale di eluizione degli analiti. 

Il LOD è stato definito come la concentrazione che produce un segnale equivalente al segnale 

del bianco più tre volte la deviazione standard del medesimo. Il LOQ è stato calcolato come 

la concentrazione che produce un segnale uguale al segnale del bianco più dieci volte la sua 

deviazione standard. La percentuale di deviazione standard relativa per ciascun campione è 

risultata inferiore al 5%. Ogni esperimento è stato condotto in triplicato ed i risultati sono 

espressi come media (n=3) ± ES. 

3.2.5.4 Valutazione complessiva degli acidi organici estratti mediante analisi HPLC-MS  

Per la valutazione degli acidi organici presenti in ciascun estratto sono state condotte analisi 

HPLC-MS previa opportuna diluizione di ciascun campione con metanolo (1:100 v/v), 

utilizzando il medesimo strumento riportato precedentemente. La separazione 

cromatografica è stata condotta utilizzando una colonna a fase inversa Hypersil GOLD C18 

(2.1 mm × 50 mm, particle size 1.9 μm, Thermo Fisher Scientific), mantenuta a 30°C, ed 

iniettandovi 5 μL di campione. La fase mobile è costituita da una miscela di soluzione 

acquosa di acido formico allo 0.1% (eluente A) e metanolo (eluente B), mantenuta ad un 

flusso di 0.3 mL/min secondo il seguente metodo in gradiente: 0-1.5 minuti → condizioni 

isocratiche A:B=98:2; 1.5-2.5 minuti → gradiente da A:B=98:2 a A:B=75:25; 2.5-3 minuti 

→ gradiente da A:B=75:25 a A:B=30:70; 3-5 minuti → condizioni isocratiche A:B=30:70; 

6-8 minuti → gradiente da A:B=30:70 a A:B=98:2. Le condizioni di spettrometria di massa 

sono le seguenti: HESI (-), tensione di spruzzo statica a 2500 V, pressione del gas ausiliario 

a 10 unità arbitrarie, pressione del gas di rivestimento a 50 psi, gas di sweep a 1 unità 

arbitraria, temperatura del tubo di trasferimento ionico a 325°C, temperatura del 

vaporizzatore a 350°C, con un tempo di permanenza di 100 ms; Risoluzione Q1 a 1 Da, 

risoluzione Q3 a 0.4 Da e gas di dissociazione indotta da collisione (CID) (Ar) a 2.0 mTorr. 

Il monitoraggio della reazione selezionata è stato eseguito sulle molecole deprotonate di 

acidi organici ([MH]-). Per la quantificazione sono state previamente costruite rette di 

taratura utilizzando gli standard di acido lattico, acido tartarico, acido citrico e acido malico: 

range di concentrazioni: 1000-50 μg/mL; (R2= 0.999).  

3.2.5.5 Studi di stabilità degli estratti 

Gli studi di stabilità sono stati condotti in accordo con quanto riportato nel paragrafo 3.2.4.8. 

Monitorando la stabilità mensilmente fino a 12 mesi. Gli esperimenti sono stati condotti in 

duplicato ed i risultati sono riportati come media (n=12) ± ES. 
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3.2.5.6 Test di irritazione cutanea in vitro su epidermide umana ricostruita 

Il test di irritazione cutanea in vitro è stato eseguito in conformità alla linea guida OECD 

439 (MatTek Corporation, 2021a; Test No. 439, 2021). Il test è stato condotto su un modello 

di pelle artificiale umana 3D (EpiDermTM) trattato per 35 min a 37°C o per 25 min a 

temperatura ambiente con 30 μL di estratto di P200-BN (soluzione al 10% p/v in acqua 

sterile), impiegando PBS come controllo negativo e SLS (5% p/v in acqua sterile) come 

controllo positivo. A seguito del trattamento, il tessuto è stato lavato con PBS e incubato per 

42 h a 37°C in atmosfera al 5% di CO2, provvedendo a sostituire il medium di coltura dopo 

le prime 24 h. Successivamente, il tessuto è stato incubato per 3 h a 37°C con una soluzione 

contenente MTT (1 mg/mL). Al termine del tempo di incubazione previsto tale soluzione è 

stata rimossa e sostituita con isopropanolo, lasciando il sistema a incubare per altre 2 h a 

temperatura ambiente, al fine di solubilizzare i sali di formazano. Aliquote di ciascun 

campione sono state trasferite in una piastra a 96 pozzetti e i valori di Abs a 570 nm sono 

stati ottenuti utilizzando un plate reader (Infinite 200 PRO, Tecan, Hombrechtikon, 

Svizzera). I valori ottenuti per i pozzetti controllo (non trattati) sono stati considerati 

corrispondenti ad una vitalità cellulare del 100% de utilizzati come riferimento per calcolare 

la vitalità cellulare % di ciascun campione. Gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato e 

i risultati sono stati riportati come media (n=3) ± DS.  

3.2.5.7 Test di irritazione oculare in vitro su epitelio corneale umano ricostruito 

Il test di irritazione oculare in vitro è stato eseguito in conformità alla linea guida OECD 492 

(Alépée et al., 2016; Test No. 492, 2024). Il test è stato condotto su un modello di epitelio 

corneale umano 3D (EpiOcular™ EIT) trattato per 30 min a 37°C con 50 μL di estratto di 

P200-BN (soluzione al 10% p/v in acqua sterile), impiegando PBS come controllo negativo 

e MA come controllo positivo. A seguito del trattamento, il tessuto è stato lavato con PBS e 

incubato per 2 h a 37°C in atmosfera al 5% di CO2, provvedendo a sostituire il medium di 

coltura dopo le prime 24 h. Successivamente, il tessuto è stato incubato per 3 h a 37°C con 

una soluzione contenente MTT (1 mg/mL). Al termine del tempo di incubazione previsto 

tale soluzione è stata rimossa e sostituita con isopropanolo, lasciando il sistema a incubare 

per altre 2 h a temperatura ambiente, al fine di solubilizzare i sali di formazano. Aliquote di 

ciascun campione sono state trasferite in una piastra a 96 pozzetti e i valori di Abs a 570 nm 

sono stati ottenuti utilizzando un plate reader (Infinite 200 PRO, Tecan, Hombrechtikon, 

Svizzera). I valori ottenuti per i pozzetti controllo (non trattati) sono stati considerati 

corrispondenti ad una vitalità cellulare del 100% de utilizzati come riferimento per calcolare 
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la vitalità cellulare % di ciascun campione. Gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato e 

i risultati sono stati riportati come media (n=3) ± DS. 

3.2.5.8 Test di sensibilizzazione cutanea in vitro (h-CLAT)  

Il test di sensibilizzazione cutanea in vitro è stato condotto in conformità alla linea guida 

OCSE 442E (Test No. 442E, 2024) e al protocollo 158 EURL-ECVAM (ACVAM DB-ALM, 

2018), sulla linea cellulare di leucemia monocitica umana THP-1 (ATCC TIB-202) coltivata 

con terreno di coltura RPMI contenente il 10% di FBS, 0.05 mM di 2-mercaptoetanolo, 100 

U/mL di penicillina e 100 μg/mL di streptomicina. 

Per la determinazione del range di concentrazioni da utilizzare per il saggio h-CLAT, una 

soluzione di estratto P200-BN al 10% (p/v) in acqua sterile è stata diluita in soluzione 

isotonica e poi in terreno di coltura cellulare ottenendo 8 soluzioni standard, miscelate in 

rapporto 1:1 (v/v) con le sospensioni cellulari (range di concentrazioni finali di estratto: 0.42-

53.50 mg/mL) e poi trasferite in una piastra da 96 pozzetti (1.6x105 cellule per pozzetto). 

Analogamente, le cellule sono state trattate con 2,4-dinitroclorobenzene (DNCB) come 

controllo positivo e acido lattico come controllo negativo. Dopo 24 h di incubazione, le 

cellule sono state prelevate, risospese in tampone FACS (PBS, 0.5-1% BSA o 5-10% FBS, 

0.1%) contenente ioduro di propidio e sottoposte a citometrica a flusso, al fine di determinare 

la massima concentrazione di estratto impiegabile per il test h-CLAT (concentrazione in 

grado di determinare il 25% di mortalità cellulare). Successivamente il test h-CLAT è stato 

eseguito incubando le cellule THP-1 per 24 h, a 37°C in presenza del 5% di CO2, con 

l'estratto P200-BN (range di concentrazioni testate: 6.72 mg/mL-24.08 mg/mL), utilizzando 

terreno di coltura come controllo negativo e il DNCB (4 μg/mL) come controllo positivo. 

Successivamente, le cellule sono state prelevate, risospese nella soluzione bloccante 

(tampone FACS contenente lo 0.01% di γ-globuline umane), incubate per 15 minuti a 4°C, 

quindi centrifugate e trattate per 30 minuti a 4°C con anticorpi fluorescenti anti-CD86, anti-

CD54, utilizzando IgG-1 murine come isotipi di controllo. Successivamente, le cellule sono 

state lavate e risospese con tampone FACS contenente ioduro di propidio per determinare i 

livelli di espressione di CD86 e CD54. Sia le cellule trattate che quelle di controllo sono state 

sottoposte a citometria a flusso per valutare la fluorescenza intrinseca basale. Le espressioni 

di CD86 e CD54 sono state poi calcolate misurando l'intensità della fluorescenza e 

normalizzandola a quella del controllo e a quella basale utilizzando la seguente formula: 
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in cui RFI è l'intensità di fluorescenza relativa e MFI è l'intensità di fluorescenza media per 

ogni esperimento. Gli esperimenti sono stati eseguiti tre volte in triplicato e i risultati sono 

riportati come media (n=9) ± DS. 

3.2.5.9 Preparazione di uno spray orale contenente l’estratto P200-BN 

La formulazione, sotto forma di spray fluido, è stata preparata dissolvendo ciascuno dei 

componenti, previa accurata pesata dello stesso, nella quantità necessaria di tampone citrato 

pH 5.5 sotto costante agitazione magnetica, nel seguente ordine: acido ascorbico, sorbato di 

potassio, xilitolo, sodio metabisolfito, urea, PVP K30, estratto P200-BN, alcol benzilico e 

sodio deidrocolato. Ogni componente è stato aggiunto solo dopo completa dissoluzione di 

quello precedente e, infine, la soluzione è stata raffreddata a 4°C e addizionata di Pluronic 

F-127 (Poloxamer 407), quindi mantenuta  per 3 h sotto vigorosa agitazione magnetica in un 

bagno di ghiaccio e al riparo dalla luce, fino all’ottenimento di un gel liscio, omogeneo e 

fluido. La formulazione buccale è stata preparata tre volte e conservata a 4°C in contenitori 

di vetro ambrato dotati di erogatore spray. 

3.2.5.10 Valutazione del pH della formulazione buccale 

Il pH della formulazione buccale ottenuta è stato misurato direttamente mediante un 

pHmetro HI 2211 pH/ORP Meter, Hanna Instrument (Woonsocket, RI, USA). 

La misurazione è stata ripetuta tre volte per ciascuna formulazione preparata ed i risultati 

sono riportati come media (n=9) ± ES. 

3.2.5.11 Studi in vitro ed ex vivo di gelificazione in funzione della temperatura 

Test in vitro qualitativo 

La formulazione, mantenuta a temperatura ambiente, è stata spruzzata mediante erogatore 

spray su un vetrino da orologio anch’esso a temperatura ambiente o preriscaldato in stufa a 

37±1°C. Sono state quindi acquisite alcune immagini ponendo il vetrino in posizione 

verticale, per evidenziare visivamente l’eventuale fenomeno di gelificazione. 

Test ex vivo qualitativo 

In analogia a quanto summenzionato, la formulazione è stata spruzzata su un campione di 

tessuto buccale porcino preriscaldato mediante immersione per 5 minuti in un becher 

riempito con saliva artificiale pH 6.8 e riscaldato a 37±1°C. Il tessuto è stato posizionato su 

una piastra Petri e inclinato per simulare meglio la condizione in vivo prima di essere posto 

𝑅𝐹𝐼 % =
𝑀𝐹𝐼𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑡𝑎𝑡𝑒 −  𝑀𝐹𝐼𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑡𝑎𝑡𝑒  𝑖𝑛  𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑧𝑎  𝑑𝑖 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑜𝑝𝑖  𝑑𝑖 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑜 

𝑀𝐹𝐼𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑜  −  𝑀𝐹𝐼𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑜 𝑖𝑛  𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑧𝑎  𝑑𝑖 𝑖𝑠𝑜𝑡𝑜𝑝𝑖  𝑑𝑖 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑜
 𝑥 100 
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a contatto con la formulazione, mantenuta a temperatura ambiente. Anche in questo caso 

sono stati acquisiti immagini e video per evidenziare visivamente l’eventuale fenomeno di 

gelificazione. 

Test quantitativo di estensibilità in vitro 

L'estensibilità (o spalmabilità) di una forma di dosaggio semisolida è definita come l'area 

occupata a una temperatura definita da una data quantità di formulazione, quando sottoposta 

a una pressione standard, una volta posta tra due superfici di vetro (Campaña-Seoane et al., 

2014). 30 μL del gel buccale sono stati posti sulla superficie di una piastra di Petri, formando 

una goccia con un'area di contatto di 0.7 cm2, precedentemente contrassegnata sulla 

superficie. L'estensibilità della formulazione è stata valutata posizionando sulla goccia un 

vetrino portaoggetti (5 g) e addizionando ulteriormente una serie di pesi (5, 10, 20, 50 e 100 

g). Dopo 1 min dal posizionamento del vetrino o vetrino+peso è stato misurato il diametro 

(cm) del cerchio risultante dallo spandimento della goccia di formulazione e, da questo, è 

stata calcolata la nuova superficie di contatto (estensibilità, cm2). L’esperimento è stato 

condotto sia a 25±1°C che a 37±1°C. In questo caso, la piastra di Petri e il vetrino 

portaoggetti sono stati preriscaldati in stufa a 37± 1°C, gli esperimenti sono stati eseguiti su 

una piastra riscaldante e la formulazione, una volta posta sulla piastra Petri è stata lasciata 

riposare per 1 min prima di iniziare l'esperimento, al fine di consentirne l’eventuale 

gelificazione. Ogni esperimento è stato condotto in triplicato e i risultati sono riportati come 

media  (n=3) ± ES. 

3.2.5.12 Valutazione del potere antiossidante della formulazione buccale mediante 

saggio DPPH 

Il saggio del DPPH è stato eseguito secondo la metodica riportata al paragrafo 3.2.4.6, 

sottoponendo ad analisi 100 µL di una soluzione metanolica della formulazione completa o 

della formulazione priva di conservanti alla concentrazione di 100 mg/mL. Il bianco, in 

questo caso, è stato preparato aggiungendo 100 µL di metanolo alla soluzione madre di 

DPPH. Gli esperimenti sono stati condotti  in triplicato per ciascuna preparazione ed i 

risultati sono riportati come media (n=9) ± ES. 

3.2.5.13 Studi ex vivo di permeazione/accumulo dei polifenoli utilizzando mucosa 

buccale e sublinguale porcina 

Preparazione dei tessuti 

I campioni tissutali porcini (lingue e  porzioni dell’area vestibolare del trigono retromolare) 

sono stati prelevati da suini domestici appena macellati, di età compresa tra 6 e 8 mesi e già 
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destinati al consumo umano; pertanto, non è stata necessaria approvazione da parte del 

comitato etico. I tessuti sono stati traferiti presso i laboratori del Dipartimento STEBICEF 

all’interno di una borsa refrigerata; qui sono stati immediatamente lavati con soluzione 

isotonica, quindi trattati per rimuovere i tessuti in eccesso (connettivo e adiposo). 

Successivamente, i campioni tissutali sono stati immersi in una soluzione isotonica al 5% 

(p/v) di trealosio, previa conservazione a -80±1°C per almeno 7 giorni prima del loro 

utilizzo. Per ottenere le mucose sublinguale e buccale necessarie per la conduzione degli 

esperimenti ex vivo, i campioni di tessuto sono stati scongelati, lavati con PBS e sottoposti a 

shock termico, immergendoli in soluzione isotonica preriscaldata a 70±1°C per circa 1 

minuto, per consentire il distacco manuale dell’epitelio mucosale dal tessuto connettivo e 

adiposo, secondo quanto riportato in letteratura (Angellotti et al., 2022; De Caro et al., 2012; 

Di Prima et al., 2021). 

 Saggio di permeazione e accumulo ex vivo 

Gli studi di permeazione sono stati condotti impiegando celle di diffusione verticali di Franz 

(Permeagear, vetro ambrato, giunto a flangia piatta, diametro dell'orifizio di 11.28 mm, 

volume dell'accettore di 8 mL, SES GmbH-Analysesysteme, Bechenheim, Germania) come 

sistema modello a due compartimenti aperti. I compartimenti accettore e donare sono stati 

inizialmente riempiti con tampone citrato pH 5.5, e la mucosa sublinguale o buccale 

precedentemente ottenuta è stata interposta tra i due. Il sistema è stato, quindi, lasciato a 

condizionare per 10 minuti a 37.0±0.5°C. In seguito, il donatore è stato svuotato e caricato 

con 0.4 mL della formulazione. Ad intervalli di tempo prestabiliti (5 min) sono state 

prelevate aliquote da 0.4 mL dal compartimento accettore, immediatamente sostituite con un 

uguale volume di liquido accettore fresco, al fine di mantenere le condizioni sink. 

Gli esperimenti sono stati condotti a 37.0±0.5°C sotto costante agitazione magnetica e al 

riparo dalla luce e sono stati ripetuti sei volte (n=6) per ogni time point (15 min, 30 min e 3 

h). I campioni prelevati sono stati congelati, liofilizzati, ridispersi in 0.4 mL di metanolo, 

centrifugati e  sottoposti ad analisi HPLC-DAD (come descritto al paragrafo 3.2.4.4) per 

valutare la quantità permeata di AG, RSV e QRC.  

Al termine degli esperimenti, le celle di Franz sono state disassemblate e le mucose sono 

state lavate con 2 mL di acqua distillata, quindi sottoposte a estrazione metanolica dei 

polifenoli eventualmente intrappolati. L'estrazione è stata condotta immergendo il tessuto 

per 2 min in 2 mL di metanolo riscaldato a 55±5°C. Tale procedura è stata ripetuta due volte 

e i liquor collezionati sono stati trasferiti in un matraccio da 5 mL, e portati a volume con 

metanolo. La quantità di AG, RSV e QRC estratte dalle mucose sublinguale e buccale è stata 
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determinata mediante analisi HPLC-DAD, come precedentemente riportato (paragrafo 

3.2.4.4). I risultati sono riportati come media (n=6) ± ES. 

3.2.6 Preparazione e caratterizzazione di estratti arricchiti in polifenoli mediante 

macerazione multipla a partire da bentonite nera esausta (BN) e formulazione di film 

buccali mucoadesivi 

3.2.6.1 Procedura di estrazione per macerazione multipla 

Aliquote accuratamente pesate di BN (50 g di BN wet o 25 g di BN dry) sono state miscelate 

con 200 g di P200 e sottoposte a macerazione, secondo quanto descritto al paragrafo 3.2.4.1. 

Al termine della macerazione, l’estratto ottenuto per centrifugazione è stato, però, 

accuratamente pesato e miscelato con una nuova aliquota di BN, al fine di mantenere 

inalterato il rapporto in peso bentonite/solvente precedentemente scelto (1:8 p/p per le 

estrazioni condotte a partire da bentonite dry e 1:4 p/p per le estrazioni condotte a partire da 

bentonite wet, come riportato nel paragrafo 3.2.4.1). La procedura di estrazione è stata quindi 

ripetuta fino a un massimo di sette step consecutivi. Per ogni step una aliquota di estratto da 

3 g è stata prelevata, filtrata (LLG-Syringe filters Spheros, PTFE, 0.22 µm), conservata a 

4°C al riparo dalla luce ed impiegata per le successive caratterizzazioni. Le procedure di 

estrazione multipla sono state condotte variando la metodica impiegata per il mantenimento 

della costante agitazione della sospensione in fase di macerazione. 

In particolare, sono state prese in considerazione agitazione magnetica con piastra agitante 

e ancoretta magnetica (Heidolph MR3001K dotata di una sonda per la temperatura Heidolph 

EXT3001, Schwabach, Germany) e agitazione meccanica con agitatore meccanico Polimix 

RW20 (Kinematica, Malters, Svizzera), dotato di una pala in teflon e di un indicatore digitale 

di velocità KCH-TRON, regolato alla velocità di 300 rpm. 

In Tab.3 sono riportati i formula code e le specifiche degli estratti ottenuti mediante 

macerazione multipla. 

Tabella 3. Formula code degli estratti ottenuti per macerazione multipla da bentonite nera. 

 

 

 

 

 

Formula Code Matrice Rapporto solvente/bentonite Agitazione 

DM-1/DM-7 BN dry 1:8 magnetica 

WM-1/WM-7 BN wet 1:4 magnetica 

WP-1/WP-7 BN wet 1:4 meccanica 
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Ogni procedura multistep è stata ripetuta quattro volte e, per ciascuno step estrattivo è stato 

calcolato il recupero %, come riportato nel paragrafo 3.2.4.1. I risultati sono riportati come 

media (n=4) ± ES. 

3.2.6.2 Caratterizzazione degli estratti: densità, pH dopo diluzione con acqua, analisi 

HPLC-DAD e saggi colorimetrici di Folin-Ciocalteu, Bradford e DPPH 

La densità degli estratti ottenuti per ciascuno step estrattivo ed il loro pH sono diluizione con 

acqua sono stati calcolati come descritto nei paragrafi 3.2.4.2 e 3.2.4.3 rispettivamente. La 

quantificazione di AG, RSV e QRC in ciascun estratto è stata condotta mediante analisi 

HPLC-DAD come descritto nel paragrafo 3.2.4.4. Gli estratti provenienti dai primi due step 

estrattivi hanno subito una diluzione 1:1 (v/v) con metanolo, tutti gli altri una diluzione 1:3 

(v/v). Il CFT ed il CPtT sono stati valutati mediante saggio di Folin-Ciocalteu e di Bradford, 

secondo quanto descritto nel paragrafo 3.2.4.5 e nel paragrafo 3.2.4.7, rispettivamente. Per 

le analisi sono state preparate soluzioni di ciascuno step estrattivo in acqua ultrapura alla 

concentrazione di 100 mg/mL per il primo step estrattivo e 20 mg/mL per tutti gli altri. Il 

potere antiossidante degli estratti è stato valutato mediante saggio DPPH, come illustrato al 

paragrafo 3.2.4.6. Per le analisi sono state preparate soluzioni di ciascuno step estrattivo in 

metanolo alla concentrazione di 20 mg/mL per il primo step estrattivo e 6 mg/mL per tutti 

gli altri. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed i risultati sono riportati come 

media (n=12) ± ES. 

3.2.6.3 Studi di stabilità dell’estratto WP-3 

L’estratto WP-3 è stato conservato a 4°C al riparo dalla luce per 9 mesi. Con cadenza mensile 

fino al time point indicato, l’estratto è stato sottoposto a studi di stabilità come riportato nel 

paragrafo 3.2.4.8. Le analisi sono state condotte in triplicato ed i risultati sono riportati come 

media (n=12) ± ES. 

3.2.6.4 Design e preparazione di film buccali carichi di estratto WP-3 

Valutazione preliminare della stabilità dell’estratto al trattamento termico 

È stata preliminarmente valuta la stabilità dell’estratto WP-3 alle condizioni di temperatura 

e umidità scelte per la successiva procedura di essiccamento in stufa (solvent casting) da 

adottare per la preparazione dei film buccali. La medesima quantità di estratto WP-3 

contenuta all’interno di un film di area 21.23 cm2 è stata posta all’interno di stampi in 

polistirene e mantenuta in stufa 30±1°C in presenza di CaCl2 anidro (60% umidità) per 48 
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h. Al termine del processo l’estratto è stato pesato e la perdita in peso % è stata calcolata 

come segue:  

Dove Pi è la quantità di estratto posta all’interno dello stampo e Pf è la quantità residua al 

termine del trattamento. Tale procedura è stata condotta in triplicato ed i risultati sono 

riportati come media (n=3) ± ES. A seguito della valutazione della perdita in peso (%) e 

tenendo conto dei risultati ottenuti, sono state condotte analisi HPLC-DAD nonché i test 

colorimetrici di Folin-Ciocalteu e DPPH, come precedentemente riportato. Ciascuna analisi 

è stata condotta in duplicato su ciascun campione ed i risultati sono riportati come media 

(n=6) ± ES. 

Preparazione dei film buccali 

Per la preparazione dei film buccali è stata impiegata la tecnica del solvent casting. Aliquote 

accuratamente pesate di una dispersione di pectina di agrumi in acqua ultrapura (3% p/p, 

preparata dissolvendo la pectina di agrumi in acqua a 60.0±0.5°C) sono state poste in un 

becher; quindi, addizionate sotto costante agitazione magnetica (Heidolph MR3001K con 

probe di temperatura Heidolph EXT3001, Heidolph Instruments, Schwabach, Germany) 

dell’opportuna quantità di una dispersione di HA in acqua ultrapura (1% p/p), se previsto. 

Alle dispersioni omogenee ottenute sono state aggiunte le opportune quantità di estratto WP-

3 ed il sistema è stato lasciato sotto costante agitazione magnetica e al riparo dalla luce per 

1 h. In seguito, le opportune quantità di una soluzione di calcio lattato pentaidrato in acqua 

ultrapura (5% p/v) sono state addizionate ed il sistema è stato mantenuto sotto costante 

agitazione meccanica ed al riparo dalla luce overnight. Infine, 9 g delle dispersioni limpide 

ed omogenee ottenute sono stati colati in stampi di polistirene circolari di area 21.23 cm2, 

avendo in ogni caso cura di non formare bolle. Le soluzioni colate sono state, quindi, 

trasferite all’interno di una stufa e mantenute a 30±1°C in presenza di CaCl2 anidro (60% 

umidità) per 48 h, al termine delle quali i film sono stati prelevati e conservati in buste di 

polietilene poste a 4°C o a temperatura ambiente (25±1°C). 

In Tab.4 sono riportate le composizioni quali-quantitative delle soluzioni colate in stampo 

da 21.23 cm2.  

  

𝑃𝑒𝑟𝑑𝑖𝑡𝑎 𝑝𝑒𝑠𝑜 % =  
𝑃𝑖 −  𝑃𝑓  (𝑔)

𝑃𝑖  (𝑔)
× 100 
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Tabella 4. Composizione dei film da 21.23 cm2: quantità reali di soluzioni pesate e peso 

corrispondente in soluto. 

 Film P Film P/HA 

Pesata reale 

(g) 

Peso relativo di ogni 

componente (mg) 

Pesata reale (g) Peso relativo di ogni 

componente (mg) 

WP-3 0.936 936.000 0.774 775.000 
Pectina di agrumi  

sol. 3% p/p 
 7.905 237.150  5.694 170.820 

HA  

sol. 1% p/p 
 - -  2.418 0.024 

Calcio lattato 

pentaidrato  

sol. 5% p/v 

 
0.159 0.008 

 
0.114 0.006 

 

Al termine della procedura di solvent casting i film polimerici ottenuti sono stati staccati 

dagli stampi e immediatamente pesati.  

Ogni preparazione è stata eseguita in triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=3) 

± ES. 

3.2.6.5. Folding endurance 

La resistenza del film al piegamento è stata valutata piegando 300 volte la stessa porzione di 

ciascun film, e ripetendo la procedura su porzioni diverse dello stesso. Il numero di pieghe 

massimo a cui il materiale può essere sottoposto senza fratturarsi è indicato come folding 

endurance e, qualora anche dopo 300 pieghe il materiale risulti integro, questo è da 

considerarsi resistente. La flessibilità dei film, inoltre, è stata provata deformando gli stessi, 

impartendo diverse sollecitazioni meccaniche. Durante gli esperimenti sono state acquisite 

numerose immagini nonché video (Di Prima et al., 2019). 

3.2.6.6. Valutazione dell’uniformità dei film: peso, spessore e contenuto fenolico 

Uniformità di peso 

Al termine del processo di solvent casting da ciascun film di area 21.23 cm2 sono stati 

ritagliati, con l’ausilio di un cutter, 4 dischetti di area 0.38 cm2 (2 dischetti prelevati dal 

centro del film, 2 dischetti prelevati dalla periferia del film). Questi sono stati accuratamente 

pesati con l’ausilio di una bilancia analitica (METTLER AE 240) ed i risultati sono riportati 

come media (n=12) ± ES.  

Uniformità di spessore 

Lo spessore di ogni film è stato determinato con l’ausilio di un micrometro digitale DIN 863 

(range di misurazione: 0-25 mm; sensibilità: 0.001 mm; Vogel, Germany GmbH & Co. KG), 
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in 5 punti differenti (il centro e i quattro angoli). I valori ottenuti sono riportati come media 

(n=15) ± ES. 

Valutazione di eventuali interferenze analitiche 

Le soluzioni utilizzate per il solvent casting sono state valutate mediante saggio di Folin-

Ciocalteu e test del DPPH a differenti time points al fine di valutare sia la stabilità 

dell’estratto alle condizioni di preparazione della soluzione da colare che la sussistenza di 

eventuali interferenze analitiche dovute alla presenza di sali e polimeri in 

soluzione/dispersione. Campioni accuratamente pesati di soluzione sono stati trasferiti in 

matracci di vetro ambrati e completamente solubilizzati con acqua ultrapura quindi 

sottoposti alle summenzionate analisi in accordo con quanto riportato nei paragrafi 3.2.4.5 e 

3.2.4.6. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato valutando il CFT ed il potere 

antiossidante delle soluzioni dopo 30 min di miscelazione di WP-3 con il/i polimero/i; dopo 

1 h di miscelazione di WP-3 con il/i polimero/i; ogni ora fino a 5 h dopo l’aggiunta del calcio 

lattato pentaidrato e infine dopo 24 h complessive di miscelazione. I risultati sono riportati 

come media (n=3) ± ES. Gli esperimenti sono stati, inoltre, ripetuti analizzando soluzioni 

cariche di PEG200 in sostituzione all’estratto WP-3 (bianchi). 

Uniformità di contenuto e Loading Efficacy % (LE%) 

Per valutare l’uniformità di contenuto dei film, i quattro dischetti da 0.38 cm2, 

precedentemente ricavati da ciascun film, sono stati solubilizzati in 5 mL di acqua ultrapura 

e sottoposti a valutazione del CFT mediante saggio di Folin-Ciocalteu, in accordo a quanto 

riportato nel paragrafo 3.2.4.5 e a determinazione del potere antiossidante mediante test del 

DPPH, in accordo a quanto riportato nel paragrafo 3.2.4.6. 

Tali risultati sono stati impiegati per il calcolo della Loading Efficacy % (LE%) utilizzando 

come valori di riferimento teorici quelli precedentemente calcolati nell’ambito della 

valutazione delle interferenze analitiche, calcolando la LE% come segue: 

Ogni esperimento è stato eseguito in duplicato e i risultati sono stati espressi come media 

(n=8) ± ES. 

3.2.6.7. Test qualitativo di mucoadesione ex vivo 

Porzioni di tessuto buccale porcino, prelevate dalla zona vestibolare del trigono retromolare 

di animali di circa 12 mesi destinati al consumo umano, sono state poste all’interno di un 

𝐿𝐸% =
𝐶𝐹𝑇𝑟𝑒𝑎𝑙𝑒

𝐶𝐹𝑇𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑜
 𝑥 100     𝑜     

𝑝𝑜𝑡𝑒𝑟𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑠𝑠𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑎𝑙𝑒

𝑝𝑜𝑡𝑒𝑟𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑠𝑠𝑖𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒𝑡𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑜
 𝑥 100 
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becher riempito con saliva artificiale pH 6.8 riscaldata a 37.0°C±0.5°C per circa 10 minuti. 

I tessuti sono stati quindi posti su una piastra di Petri e, sono state applicate porzioni dei film 

buccali aventi area 1 cm2, sottoposti ad una leggera pressione data da un peso di 50 g 

mantenuto poggiato per 10 secondi. 

In seguito, al tessuto sono stati impartiti una serie di movimenti atti a simulare i normali 

movimenti del cavo orale (es. durante la fonazione). Infine, i campioni tissutali sono stati 

girati al fine di forzare la caduta del film secondo forza di gravità. L’esperimento è stato 

condotto in triplicato per ciascun film e sono stati acquisiti video ed immagini.  

3.2.6.8. Test di swelling 

Valutazione dell’indice di swelling 

Porzioni di film buccali avente area 1 cm2 sono stati accuratamente pesati (P0) e posti su un 

vetrino da orologio, quindi addizionati di 500 µL di saliva artificiale pH 6.8. A tempi definiti 

(5, 15, 30, 45 e 60 min) il fluido in eccesso è stato rimosso con carta assorbente ed è stato 

nuovamente valutato il peso del film (Pf). L’indice di swelling è stato quindi calcolato come 

segue: 

L’esperimento è stato condotto in triplicato ed i risultati ottenuti sono riportati come media  

(n=3) ± ES. 

Test di swelling radiale e longitudinale 

Porzioni di film buccali aventi area 1 cm2 sono stati posti su un vetrino portaoggetti collocato 

su carta millimetrata. Dopo aver registrato il diametro iniziale del film questo è stato bagnato 

con 500 µL di saliva artificiale pH 6.8. A tempi predefiniti (5, 15, 30, 45 e 60 min) il diametro 

è stato nuovamente valutato. Il medesimo esperimento è stato ripetuto ponendo della carta 

millimetrata sul piano longitudinale, in modo da valutare analogamente eventuali 

variazioni/incrementi in termini di spessore. L’esperimento è stato condotto in triplicato ed 

i risultati ottenuti sono riportati come media  (n=3) ± ES. 

3.2.6.9. Studi di permeazione e accumulo ex vivo utilizzando mucosa buccale porcina 

I test ex vivo sono stati condotti in analogia a quanto riportato nel paragrafo 3.2.5.15. 

In questo caso, il compartimento accettore è stato riempito con una soluzione al 3% (p/v) di 

β-CD in tampone citrato pH 5.5 mentre all’interno del compartimento donatore è stata 

caricata una porzione di film buccale di area 1 cm2, bagnata con 0.2 mL di tampone citrato 
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pH 5.5. L’esperimento è stato condotto per 6 h, a 37.0±0.5°C prelevando ogni ora 0.5 mL di 

fluido accettore e sostituendoli immediatamente con fluido accettore fresco. 

I campioni prelevati sono stati liofilizzati per 72 h alla pressione di 0.014 mBar e alla 

temperatura di -50°C, ridispersi con 0.2 mL di una miscela etanolo/metanolo 1:1 (v/v), 

lasciati ad agitare per 12 h a temperatura ambiente e al riparo dalla luce, centrifugati (8 min, 

14000 rpm, Thermo Scientific™ SL 16 Centrifuge Series) e sottoposti ad analisi HPLC-

DAD. Inoltre, al termine di ogni esperimento di permeazione le celle sono state 

disassemblate e le membrane levate con acqua ultrapura e sottoposte a estrazione metanolica 

come descritto al paragrafo 3.2.5.14. I liquor collezionati, dopo essere stati portati a volume 

con metanolo, sono stati immediatamente sottoposti ad analisi HPLC-DAD. Gli esperimenti 

ex vivo sono stati ripetuti cinque volte ed i risultati, riportati in termini di quantità di AG, 

QRC e RSV permeati in funzione del tempo o accumulati all’interno del tessuto dopo 6 h, 

sono riportati come media (n=5) ± ES. 

3.2.7 Valutazione di metodi estrattivi green alternativi: macerazione semplice vs 

macerazione assistita dal campo elettrico 

3.2.7.1 Studi preliminari per la scelta delle condizioni operative 

Nel corso delle prove preliminari sono stati investigati due diversi sistemi elettrochimici 

denominati: sistema SI e SII. 

Macerazione assistita dal campo elettrico utilizzando il sistema SI 

Nella camera centrale del sistema I (Fig.13) sono stati posti 88 g di miscela 1:4 (p/p) di BN 

wet e solvente di estrazione (PEG200 + tampone citrato pH 5.5 1:1 v/v) mentre le due camere 

esterne sono state riempite con 25 mL di solvente d’estrazione ove sono stati immersi gli 

elettrodi in grafite (area attiva di 4 cm²). Utilizzando un alimentatore VOLTCRAFT PS-

302A è stato applicato un potenziale elettrico costante (ΔV) tra gli elettrodi pari a 10 V per 

24 ore. Valori di campo elettrico bassi, fino a 2 V/cm, sono stati utilizzati per evitare 

fenomeni di riscaldamento durante il trattamento; secondo la letteratura, infatti, un campo 

elettrico maggiore o uguale a 4 V/cm porta a temperature maggiori o uguali a 30°C (nota da 

lavoro campo elettrico). A intervalli di tempo prestabiliti (ogni ora fino a 4 ore e poi a 24 h) 

sono state prelevate quattro aliquote da 1 mL ciascuna: un’aliquota è stata prelevata dalla 

camera laterale ospitante l’anodo, un’aliquota è stata prelevata dalla camera laterale 

ospitante il catodo e due aliquote sono state prelevate ai lati opposti della camera centrale. 

Tali prelievi sono stati centrifugati e sottoposti ad analisi HPLC-DAD. 
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Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed i risultati, in termini di concentrazione di 

AG, RSV e QRC, sono riportati come media (n=3) ± ES. 

 

Figura 13. Raffigurazione schematica del sistema SI. 

Macerazione assistita dal campo elettrico utilizzando il sistema SII 

All’interno della cella in plexiglas (Fig.14) sono stati posti 88 g di miscela 1:4 (p/p) di BN 

wet e solvente di estrazione (PEG200 + tampone citrato pH 5.5 1:1 v/v). Ivi sono stati anche 

immersi i due elettrodi posti a una distanza di 10 cm l’uno dall’altra. È stato, quindi applicato 

un campo elettrico di 10 o 20 V e a intervalli di tempo prestabiliti (ogni ora fino a 4 ore e 

poi a 24 h) sono state prelevate due aliquote da 1 mL ciascuna, ognuna in prossimità di uno 

degli elettrodi. I prelievi sono stati centrifugati e sottoposti ad analisi HPLC-DAD. 

Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato ed i risultati, in termini di concentrazione di 

AG, RSV e QRC, sono riportati come media (n=3) ± ES. 

Figura 14. Rappresentazione schematica del sistema SII. 
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3.2.7.2 Estrazione dei polifenoli da BN wet mediante macerazione assistita dal campo 

elettrico vs macerazione semplice 

88 g di miscela 1:4 (p/p) di BN wet e solvente di estrazione (PEG200 + tampone citrato pH 

5,5 1:1 v/v) sono stati posti all’interno della camera del sistema riportato in Fig.14. 

L’estrazione è stata condotta per 1 h mantenendo gli elettrodi immersi nella sospensione a 

una distanza di 10 cm l’uno dall’altra, e settando la differenza di potenziale tra i due a 10 V. 

Al termine della procedura estrattiva la sospensione è stata recuperata, trasferita all’interno 

di falcon da 50 mL, e sottoposta a centrifugazione come precedentemente illustrato per 

separare l’estratto (in seguito ulteriormente filtrato) dal residuo solido. L’estratto ottenuto 

(denominato CE) è stato conservato in vials di vetro ambrato al buio, a 4°C per le successive 

analisi di caratterizzazione, previa accurata pesata per la determinazione del recupero % in 

analogia a quanto descritto al paragrafo 3.2.4.1. 

La procedura è stata eseguita in triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=3) ± ES. 

Analogamente, seguendo la procedura di macerazione semplice descritta al paragrafo 

3.2.4.1, sono stati ottenuti gli estratti di riferimento (denominati M-PTC), anch’essi 

sottoposti dapprima a valutazione del recupero %. Anche in questo caso, l’estrazione è stata 

condotta in triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=3) ± ES. 

3.2.7.3 Caratterizzazione degli estratti: densità, pH dopo diluzione con acqua, analisi 

HPLC-DAD, saggi colorimetrici di Folin-Ciocalteu, Bradford e DPPH, studi di stabilità 

La densità degli estratti ed il loro pH sono diluizione con acqua sono stati calcolati come 

descritto nei paragrafi 3.2.4.2 e 3.2.4.3 rispettivamente. La quantificazione di AG, RSV e 

QRC in ciascun estratto è stata condotta mediante analisi HPLC-DAD come descritto nel 

paragrafo 3.2.4.4. Il CFT ed il CPtT sono stati valutati mediante saggio di Folin-Ciocalteu e 

di Bradford, secondo quanto descritto nel paragrafo 3.2.4.5 e nel paragrafo 3.2.4.7, 

rispettivamente. Il potere antiossidante degli estratti è stato valutato mediante saggio DPPH, 

come illustrato al paragrafo 3.2.4.6. Infine, l’estratto CE, conservato per 9 mesi a 4°C e al 

riparo dalla luce, e stato mensilmente sottoposto a ispezione visiva, analisi HPLC-DAD e 

saggi di Folin-Ciocalteu, Bradford e DPPH. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in 

triplicato ed i risultati sono riportati come media (n=9) ± ES. 
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4. Risultati e discussione  

Il settore vitivinicolo rappresenta un comparto strategico per l'economia italiana, generando 

ingenti quantità di scarti spesso percepiti come rifiuti da smaltire. Tuttavia, questi possono 

rappresentare una fonte inesplorata di materie prime seconde, stimolando lo sviluppo di 

nuovi prodotti e di nuove applicazioni tecnologiche. Un esempio emblematico è 

rappresentato dalla bentonite esausta, un residuo inorganico proveniente dal processo di 

chiarifica del mosto. 

Considerato l’elevata quantità di bentonite che viene in genere smaltita, una significativa 

quota di polifenoli viene perduta; questo studio si propone quindi di sovvertire questa logica, 

puntando al recupero dei polifenoli dalla bentonite esausta. In un’ottica di circolarità, per 

raggiungere tali obiettivi si è scelto di ricorrere a tecniche estrattive caratterizzate da un 

basso impatto energetico e ambientale, nonché di una semplice scalabilità in un contesto 

industriale, ma anche a tecniche maggiormente all’avanguardia che coinvolgano fonti 

d’energia esterne. L’innovazione maggiore risiede comunque nell'utilizzo di solventi 

estrattivi non convenzionali, ossia eccipienti liquidi che emergono come alternativa smart ai 

tradizionali solventi organici. In un’ottica waste-to-market, l'obiettivo primario è quello di 

ottenere nuovi eccipienti arricchiti con polifenoli, da impiegare nella formulazione di 

prodotti cosmetici e dispositivi medici con caratteristiche uniche e distintive. Questi prodotti 

saranno destinati all'oral care, in particolare al trattamento di disturbi di natura 

infiammatoria o irritativa legati allo stress ossidativo, inclusi quadri complessi come la OM 

e OLP. Il progetto vanta la collaborazione di Bono&Ditta, azienda del territorio, specializzata 

nella produzione di derivati dall'uva biologica e che ha fornito la bentonite esausta impiegata 

nello studio. 

Il recupero dei polifenoli e la produzione di questi innovativi eccipienti liquidi permettono 

di coniugare due obiettivi chiave: 

 Promuovere la circolarità: riduzione degli scarti e la loro valorizzazione per la 

produzione di nuove materie prime seconde, direttamente destinate all'industria 

cosmetica e farmaceutica o utili per lo sviluppo di prototipi di dispositivi medici. 

 Sviluppare prodotti innovativi: progettazione di prodotti cosmetici e dispositivi medici 

con proprietà benefiche per la salute orale, in particolare per il trattamento di disturbi 

infiammatori e irritativi. 

Primo obiettivo è quindi il recupero della frazione fenolica intrappolata nella matrice, 

attraverso l’adozione di metodiche estrattive sostenibili; il secondo, è quello di utilizzare gli 

estratti arricchiti in polifenoli per la realizzazione di dispositivi medici/cosmetici destinati a 
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coadiuvare il trattamento di patologie del cavo orale, come le OM da chemio e radio terapie. 

I polifenoli sono infatti dotati di un ampio spettro di proprietà benefiche e sono emersi come 

promettenti candidati per il trattamento e nella prevenzione di patologie orali. 

Per raggiungere il primo obiettivo è stato adottato l’approccio waste-to-market: i solventi 

d’estrazione sono stati ricercati tra gli eccipienti liquidi di consolidato uso in ambito 

cosmetico e farmaceutico, con l’obiettivo di ottenere nuove materie prime seconde arricchite 

in polifenoli che siano direttamente commercializzabili, e utilizzabili in fase formulativa. 

Per tale ragione, gli estratti ottenuti sono stati sottoposti ad un'approfondita caratterizzazione 

che ha evidenziato come questi possiedano un buon potere antiossidante ed un profilo di 

sicurezza superiore o paragonabile all’eccipiente di partenza puro. In seguito, si è passati al 

secondo obiettivo della ricerca, ossia la loro incorporazione in formulazioni innovative per 

il mantenimento della salute orale. 

Il progetto ha previsto quindi dapprima un'indagine bibliografica riguardo le proprietà della 

matrice e dei solventi testati, nonché circa lo stato dell’arte dell’uso dei polifenoli nel 

trattamento e prevenzione di patologie come le mucositi orali; a tal proposito è stata redatta 

una revisione della letteratura sull'argomento (Belfiore et al., 2024): in seguito 

l’ottimizzazione di processi estrattivi efficienti, mediante valutazione dell'impatto delle 

diverse condizioni operative sulla resa e sulla qualità degli estratti; e, infine, la 

caratterizzazione degli estratti migliori e la valutazione del loro profilo di sicurezza con 

l’obiettivo di sviluppare prototipi di dispositivi medici per il rilascio dei polifenoli a livello 

della mucosa orale, e di caratterizzare gli stessi dal punto di vista tecnologico e mediante 

prove ex-vivo. 

4.1 Preparazione e caratterizzazione di eccipienti liquidi arricchiti in polifenoli a 

partire da bentonite bianca (BB) dry e wet  

La prima matrice estrattiva oggetto di questa ricerca consiste nella bentonite sodico attivata 

esausta, ottenuta come scarto del processo di chiarifica esclusivamente di mosti d’uve 

bianche biologiche, qui definita Bentonite Bianca (BB). Tale matrice è stata gentilmente 

fornita da un'azienda vitivinicola biologica locale (Bono & Ditta, Campobello di Mazara, 

TP). La bentonite è stata prelevata dai silos di decantazione e quindi immediatamente 

conservata all’interno di contenitori scuri di polietilene alla temperatura di -20°C, al fine di 

garantirne l’integrità, ovvero per limitare il progredire di fenomeni quali processi enzimatici 

o microbici e prevenire la degradazione dei polifenoli, che possiedono una nota foto- e 

termo-instabilità (Deng et al., 2018). Lo scarto congelato è stato quindi trasferito all’interno 

di box refrigerati, presso i laboratori STEBICEF dell’Università degli Studi di Palermo. 
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La bentonite disponibile in commercio si presenta come polvere fine dal colore grigio 

pallido, tuttavia, a contatto con il mosto che consiste in una miscela idroalcolica, la matrice 

si idrata, trasformandosi in una massa plastica e scura. Tale composto di natura argillosa 

manifesta proprietà rigonfianti significative, dovute alla sua struttura lamellare e si presenta 

quindi come massa umida, pastosa e plastica. In seguito al processo di pressatura e 

conservazione a basse temperature viene fornita una massa congelata, dura e compatta, che 

in realtà risulta essere nelle condizioni idonee per essere facilmente frantumata e miscelata. 

Al momento della ricezione ogni lotto è stato quindi immediatamente trattato mediante 

procedure volte a garantire un’omogeneità, e suddiviso in aliquote. Uno degli obiettivi 

prefissati è quello di standardizzare le procedure estrattive ottimizzando i parametri critici 

che limitano il processo, di conseguenza è stata considerata la necessità di ottenere campioni 

che fossero adeguatamente omogenei. La bentonite è uno scarto della lavorazione di mosti, 

e per tale ragione presenta un’intrinseca eterogeneità derivante da fattori quali la cultivar e 

le variabili di trattamento delle uve. Allo scopo di produrre campioni il più possibile 

omogenei e rappresentativi del lotto di provenienza, immediatamente in seguito alla 

ricezione la matrice congelata è stata frantumata in mortaio, fino a ottenere una polvere fine, 

allo scopo di aumentare così la superficie di scambio tra la bentonite e i solventi di estrazione 

al momento della macerazione; è stata quindi miscelata e setacciata grossolanamente per 

rimuovere residui come vinacce e vinaccioli, nonché grandi aggregati residui. Mediante tale 

trattamento è stato possibile ottenere una polvere con una granulometria ridotta e omogenea 

e priva di residui di natura organica, che per l’ampia superficie esposta promuove la 

diffusione e l'estrazione dei composti fenolici. Le polveri setacciate sono state frazionate in 

aliquote e quindi traferite in sacchetti scuri di polipropilene. 

Essendo la matrice umida di mosto, trattiene sostanze organiche suscettibili a degradazione 

chimica ed enzimatica, ciò giustifica l'adozione di misure conservative come lo stoccaggio 

a temperature molto basse, per preservare l'integrità dei composti di interesse fino alle prove 

di estrazione. Dalla letteratura è noto che uno degli svantaggi dell’uso della bentonite come 

agente chiarificante risiede nella sua capacità di ritenere una quota residua di mosto 

compresa tra il 3 e il 10% (Sauvage et al., 2010). Tenendo conto di queste evidenze, per 

determinare la quota di acqua incognita nello scarto appena ricevuto, quantità di bentonite 

accuratamente pesate sono state sottoposte a processo di freeze-drying. La conservazione a 

una temperatura pari a -80°C è stata pertanto adeguata a mantenere la matrice a una 

temperatura inferiore a quella dello strumento disponibile per la crioessiccazione.  
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 La valutazione sia del peso secco della bentonite di scarto, sia del contenuto di acqua e del 

suo contributo in termini di peso, è di fondamentale importanza nel caso in cui si voglia 

valutare l'uniformità dei lotti ricevuti o per stabilire i rapporti in peso tra matrice e solvente 

estrattivo nelle successive prove di macerazione. È stata condotta un'analisi gravimetrica su 

dodici campioni, al fine di determinare la perdita in peso percentuale (% p/p) ascrivibile 

all'acqua/miscela idroalcolica residua. La scelta del freeze-drying è stata dettata dalla 

necessità di rimuovere a basse temperature l'acqua presente nel campione, preservando così 

l'integrità strutturale e funzionale di polifenoli e di altre molecole termolabili. L'elevato 

contenuto d'acqua influisce notevolmente sull'aspetto della bentonite: dopo i processi di 

chiarificazione e pressatura, il materiale si presenta come una massa scura e umida (Fig.15a). 

Il processo di freeze-drying consente di eliminare efficacemente l'acqua presente nel 

campione, portando alla formazione di una polvere fine e chiara (Fig.15b), caratterizzata da 

una granulometria ridotta.  

Figura 15. Aspetto della bentonite sodica attivata esausta (BB) prima (a) e dopo la procedura di 

crioessiccazione a mezzo di freeze-drying (b). 

Al termine della procedura, è stato stimato un contenuto d'acqua medio pari al 54.15 ± 1.56% 

(n=12). L'errore standard osservato è piuttosto ristretto, ciò indica che le procedure di 

pretrattamento sono sufficienti a garantire uniformità nei campioni. La valutazione di questo 

parametro è risultata cruciale per standardizzare la procedura estrattiva, ottimizzando i 

rapporti tra matrice e solvente, ottenendo il giusto compromesso tra una sospensione fluida 

e facilmente lavorabile e un estratto adeguatamente concentrato.  

Successivamente, al fine di valutare se il processo di freeze-drying debba essere considerato 

una fase di pretrattamento necessaria, le successive fasi sperimentali sono state condotte sia 

sulla bentonite tal quale come ricevuta dopo chiarifica (BB wet),  sia sulla bentonite 

liofilizzata (BB dry). 
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Ottimizzazione del processo estrattivo per macerazione sotto agitazione magnetica di BB 

dry e wet 

Successivamente al pretrattamento, l'attenzione si è focalizzata sulla selezione della tecnica 

estrattiva più idonea. Tra le numerose metodologie disponibili, la macerazione sotto 

agitazione è stata scelta per la sua semplicità, economicità e scalabilità. Questa tecnica ben 

consolidata permette di estrarre composti fenolici da matrici vegetali in modo efficiente e 

sostenibile, senza richiedere l'utilizzo di particolari strumentazioni o energia; è poco costosa 

e, inoltre, la quantità di sostanza da sottoporre all’estrazione non risulta essere un limite, per 

cui è una tecnica potenzialmente scalabile in un’ottica di un recupero e trattamento di grandi 

quantità di bentonite. Non per ultimo può essere trasformata in un processo altamente 

sostenibile adottando un approccio waste-to-market. Poiché uno degli obiettivi del progetto 

è produrre degli estratti che siano destinati principalmente al campo cosmetico e 

nutraceutico, questa ricerca si propone di utilizzare eccipienti liquidi già approvati per uso 

cosmetico e nutraceutico come solventi per l'estrazione dei polifenoli. Questa scelta 

innovativa permette di ottenere, in un unico passaggio, materie prime seconde funzionali, 

pronte per essere commercializzate senza ulteriori trattamenti o purificazioni. Nell'ottica di 

un processo estrattivo sostenibile e sicuro, sono stati selezionati glicole propilenico (GP) e 

polietilenglicole (PEG200). Queste sostanze, già ampiamente utilizzate, presentano un 

profilo tossicologico favorevole e spiccate proprietà solventi nei confronti dei polifenoli. 

Polietilenglicole 200: i polietilenglicoli sono una classe versatile di polimeri sintetici inerti, 

ottenuti per polimerizzazione del glicole etilenico (Fig.16a). Il PEG200 è caratterizzato da 

una buona miscibilità sia con l’acqua sia con i solventi organici e trova amplia applicazione 

in campo farmaceutico e cosmetico, e in alcuni casi particolari anche in campo alimentare 

(Di Prima et al., 2021; Jang et al., 2015). È disponibile in commercio sotto forma di miscele 

di oligomeri di diverse dimensioni, in intervalli di peso molecolare (PM) ampiamente o 

strettamente definiti. I PEG con un peso molecolare medio 200-2000 sono utili come 

umettanti e inoltre, hanno proprietà solubilizzanti nei confronti di diversi composti organici, 

inclusi i polifenoli; ad esempio, PEG200 è stato impiegato con successo nell'estrazione di 

flavonoli e cumarine assistita da microonde (Zhou et al., 2011). Sebbene siano molecole di 

sintesi, oltre alla documentata scarsa tossicità dei PEG a basso PM, alcuni PEG hanno 

dimostrato un certo grado di suscettibilità alla degradazione enzimatica e batterica, risultano 

anche biodegradabili (Kawai, 2005; L. Xu et al., 2017). 
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Figura 16: struttura del Polietilenglicole 200 (a) e del glicole propilenico (b). 

Glicole propilenico: Il glicole propilenico (GP) anche definito 1,2-propandiolo (Fig.16b), è 

un alcool organico con due gruppi ossidrile, ottenuto sinteticamente a partire da propilene o 

glicerolo. Si presenta come liquido incolore, inodore e insapore, con una densità riportata a 

20°C di 1.036 g/mL, un punto di ebollizione pari a 184-186°C e temperatura di 

congelamento pari a -60°C (Veeravalli et al., 2020). È altamente miscibile con l'acqua e con 

numerosi altri solventi, inclusi altri alcoli, è leggermente viscoso e altamente igroscopico. 

Per tale proprietà il GP è ampiamente utilizzato come umettante, svolgendo il ruolo di 

idratante dello strato corneo. È inoltre impiegato in virtù delle sue proprietà plastificanti, 

come cosolvente o solvente polare e promotore di assorbimento. Grazie alla sua natura non 

tossica, è noto che gli estratti in glicole propilenico contenenti sostanze bioattive possano 

essere utilizzati direttamente in una formulazione (Moyano-Mendez et al., 2014; Petchsomrit 

et al., 2022). Inoltre, possiede buone proprietà solventi nei confronti dei polifenoli 

(Conceição et al., 2023; Ghazwani et al., 2021).  

La scelta di solventi ecocompatibili, sicuri per uso farmaceutico e cosmetico, e con elevato 

potere solvente per i polifenoli, consente di coniugare l'efficienza estrattiva con la 

sostenibilità ambientale.  

Sebbene lo scopo di questo lavoro sperimentale non sia quello di testare l’uso di soventi 

organici convenzionali, sono stati condotti dei tentativi di estrazione con acetone e metanolo, 

al fine di valutare, per confronto, la bontà dei processi di estrazione green e dei solventi 

proposti. Tra i parametri valutati in prima battuta vi è la stabilità della soluzione ottenuta a 

diverse temperature di conservazione, la limpidezza e il tenore di polifenoli quantificati. 

Coerentemente rispetto a quanto previsto, le quantità di QRC e RSV estratte con i solventi 

organici e quantificate mediante HPLC-DAD, sono risultate elevate, tuttavia, sia gli estratti 

di acetone che quelli di metanolo, hanno manifestato una significativa instabilità nel tempo. 

Infatti, conservate a 4°C, nel giro di poche ore sono diventate torbide e si è assistito alla 

formazione di precipitati nel tempo, divenuti abbondanti dopo 24 ore. Ciò potrebbe essere 
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attribuibile alla capacità dei solventi organici di estrarre altri componenti (ad esempio, 

elevate quantità di proteine, polisaccaridi e fibre), che non sono completamente solubili. 

Questa evidenza, seppure fuori dal topic di questa ricerca, dimostra comunque che la 

bentonite è una preziosa fonte di polifenoli. 

Tra gli altri parametri valutati in termini di efficienza del processo estrattivo vi è:  

rapporto matrice di estrazione: solvente: considerando l'elevato valore di umidità in termini 

di % in peso precedentemente osservato, le estrazioni sono state eseguite su bentonite sia 

umida che liofilizzata, per valutare se la quota di acqua nei campioni umidi possa avere un 

effetto rilevante sulle prestazioni e sulla resa del processo. Per standardizzare la procedura 

di estrazione, il rapporto bentonite:solvente è stato definito tenendo conto che la quota 

d’acqua presente, costituisce in media la metà del peso della bentonite umida. È stato quindi 

fissato a 1:8 p/p per la bentonite dry, e 1:4 p/p per la bentonite wet. In tal modo è stato anche 

possibile rendere confrontabili i diversi estratti. Tale scelta è frutto di numerose prove 

preliminari condotte allo scopo di individuare l’optimum nei rapporti tra matrice e solvente 

d’estrazione, che favorisca il completo e intimo contatto tra solvente e bentonite. In tal modo 

si ottiene una sospensione che non è né troppo liquida da portare alla produzione di un 

estratto estremamente diluito, né troppo pastosa da rendere difficile la miscelazione dei due 

componenti. È necessario tenere in considerazione, inoltre, le caratteristiche dei solventi in 

termini di temperatura di ebollizione e di congelamento, e sottolineare che non possibile 

concentrare gli estratti una volta ottenuti, rendendo quindi essenziale la definizione a monte 

dei rapporti solvente/scarto da trattare.  

Considerata la suscettibilità dei polifenoli a determinate condizioni ambientali, due 

parametri importanti sono stati valutati e standardizzati:  

temperatura: durante il processo estrattivo la miscela bentonite/solvente è stata mantenuta a 

25°C mediante un bagno di termostatazione, tale temperatura è infatti risultata adeguata a 

garantire un’estrazione efficiente, visto che, quando condotta a 35°C non si sono registrate 

differenze significative in termini di concentrazione di attivi, mentre  temperature superiori 

ai 40°C sono state escluse poiché i polifenoli sono suscettibili a degradazione indotta dal 

calore (Volf et al., 2014).  

esposizione alla luce: l’estrazione è stata condotta mantenendo la sospensione al buio dal 

momento che i polifenoli sono fotosensibili  (Sponza & Oztekin, 2015). 

tempo: gli esperimenti hanno evidenziato che un tempo di macerazione di un'ora rappresenta 

la condizione ottimale per massimizzare il recupero di composti fenolici. Tempi di contatto 



80 

inferiori si sono rivelati insufficienti per una completa estrazione, determinando una 

riduzione significativa della concentrazione di principi attivi. Al contrario, tempi più lunghi 

non hanno apportato un significativo incremento nell'efficienza estrattiva, suggerendo che 

tale durata è sufficiente per raggiungere l'equilibrio di estrazione. 

Avendo definito e ottimizzato i parametri della procedura, la macerazione è stata condotta 

sia su bentonite wet (P200-Wet e GP-Wet) sia dry (P200-Dry e GP-Dry), per un’ora, e a 

temperatura controllata (25±1°C) e al riparo dalla luce. Gli eccipienti liquidi sono stati 

recuperati mediante centrifugazione, volta alla separazione dal solido, e filtrazione. 

Come si può osservare (Fig.17) gli estratti mostrano una colorazione differente, più scura 

per gli estratti ottenuti con il PEG200. In particolare, mostrano una colorazione bruno 

arancio, che potrebbe essere attribuibile all’avvenuta estrazione di pigmenti e molecole 

fenoliche come flavonoli, quercetina e antociani. 

Figura 17. campioni di estratti ottenuti da macerazione di bentonite bianca umida e crioessiccata 

con i solventi glicole propilenico (A) e polietilenglicole 200 (B). 

In Tab.5 è possibile confrontare l’efficienza del processo estrattivo in termini di recupero 

del solvente utilizzato.  

  

(A) (B) 
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Tabella 5. valori di recupero % del solvente, densità e pH dopo diluizione in acqua ultrapura, degli 

estratti liquidi ottenuti per macerazione (media ± ES). 

Formula Code Recupero solvente 

(% p/p) 

Densità 

(g/mL) 

pH 

Glicole propilenico - 1.038 ± 0.004 6.66 

GP CONTROL - 1.035 ± 0.005 6.36 

GP-Wet 82.85 ± 4.88 1.053 ± 0.005 4.26 

GP-Dry 61.56 ± 6.69 1.087 ± 0.008 4.32 

Polietilenglicole 200 - 1.115 ± 0.005 6.39 

P200CONTROL - 1.111 ± 0.007 6.92 

P200-Wet 69.32 ± 6.32 1.134 ± 0.006 4.23 

P200-Dry 66.31 ± 2.30 1.180 ± 0.009 4.44 

 

Dalla tabella si nota in genere una resa elevata e superiore al 60% del solvente impiegato; 

ciò si traduce in una minima perdita, che per GP-Dry si aggira attorno al 17.15 ± 4.88. 

La perdita di solvente, sebbene contenuta entro limiti accettabili (circa il 30%), rappresenta 

un fattore da considerare nell'ottica di una valutazione economico-produttiva, soprattutto in 

previsione di un eventuale scalabilità del processo. Tale perdita è riconducibile 

principalmente alla necessità di separare la fase liquida da quella solida mediante procedure 

di centrifugazione e filtrazione, operazioni che comportano inevitabili dispersioni di 

solvente. Anche per la centrifugazione un tempo pari un’ora a temperatura ambiente è stato 

sufficiente a garantire una separazione adeguata tra estratto liquido e massa di bentonite. 

Era stato infatti osservato che una durata minore non era sufficiente a garantire un adeguata 

separazione, mentre tempi di centrifugazione più lunghi o una maggiore velocità di 

centrifugazione, non avevano portato ad una migliore separazione né alla completa 

rimozione del solvente dalla bentonite, indipendentemente dal tipo di scarto originariamente 

trattato (dry o wet). A tale fenomeno contribuisce sicuramente la densità degli estratti, i cui 

valori sono riportati in Tab.5. L'analisi dei valori di densità degli estratti ha evidenziato un 

leggero incremento rispetto ai solventi puri, fenomeno attribuibile alla presenza soluti 

provenienti dalla bentonite. Inoltre, la limitata variazione nella densità indica che la quantità 

di acqua nella bentonite di scarto wet è irrilevante nel determinare una variazione di densità 

del prodotto finale, quando si utilizzano i rapporti solvente/scarto sopracitati. 

In un’ottica di scalabilità del processo, comunque, è lecito ipotizzare che l'impiego di presse 

idrauliche, comunemente utilizzate in ambito industriale, potrebbe consentire una 

separazione più efficiente del solvente, migliorando così la resa complessiva del processo.  
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Benché la colorazione degli estratti sia già di per sé una prima evidenza dell’avvenuta 

estrazione dalla bentonite di composti colorati un’ulteriore conferma dell'efficacia del 

processo estrattivo può essere data dalla valutazione del pH misurato dopo diluizione di 

aliquote di ciascun estratto con acqua distillata (Tab.5). È possibile notare che il valore di 

pH per gli estratti si discosta significativamente da quello registrato per i solventi puri. 

Infatti, le soluzioni acquose di GP e PEG200 hanno mostrato valori di pH di ≈ 6.5 (simili a 

quelli registrati per i campioni di estrazione di controllo), mentre i quattro estratti diluiti 

presentano valori di pH compresi tra 3.2 e 4. Il pH acido delle soluzioni di estratto è 

riconducibile alla presenza di composti acidi estratti dalla bentonite, quali acidi organici 

come gli acidi malico, tartarico, lattico e citrico notoriamente presenti nel mosto/vino 

(Robles et al., 2019; Scutarașu et al., 2021) e polifenoli. Questi ultimi infatti sono 

caratterizzati da gruppi fenolici ionizzabili acidi, a causa dei fenomeni di risonanza che 

comportano una dispersione della carica elettrica attraverso l'anello o gli anelli aromatici 

legati ai gruppi -OH. La differenza di pH osservata tra gli estratti e i solventi puri rappresenta 

un'evidenza indiretta della presenza di polifenoli nelle matrici analizzate.  

Parallelamente a queste valutazioni di carattere chimico-fisico un’analisi quali-quantitativa 

condotta mediante HPLC accoppiato a rivelatore DAD, ha permesso di rilevare il complesso 

profilo del pool polifenolico estratto dal PEG200 e dal GP, e inoltre, di quantificare tre 

molecole standard di riferimento individuate tra i picchi a maggiore intensità nei 

cromatogrammi registrati, e quindi tra le più rappresentative del pool. 

Sulla base di studi bibliografici, è stato quindi sviluppato un metodo cromatografico 

specifico per l'analisi dei polifenoli negli estratti ottenuti. Dopo opportuna diluizione con 

solvente metanolico e centrifugazione volta a purificare il surnatante da particelle fini, gli 

estratti sono stati analizzati mediante HPLC-DAD. In particolare, l’analisi ha rivelato la 

presenza di tre picchi a maggiore intensità, in seguito identificati a mezzo di standard di 

riferimento e attribuiti ad acido gallico (AG), resveratrolo (RSV) e quercetina (QRC). Sono 

state quindi costruite le opportune rette di calibrazione di AG, RSV e QRC per consentire la 

loro quantificazione negli estratti.  
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L’osservazione degli spettri 3D, nel range di λ 240-500 nm (Fig.18), ha rivelato un profilo 

complesso e la presenza di numerosi picchi ascrivibili a sostanze di diversa natura.  

 

Figura 18. Immagine 3D dell'eluizione dell'estratto P200-Wet da 0 a 27 min. 

 

La Fig.19 riporta a titolo d’esempio gli spettri di un estratto in PEG200 con particolare 

riferimento alle tre molecole identificate e quantificate a tre diversi tempi di ritenzione pari 

a 2.61 min per AG, 11.13 min per RSV, e infine 11.7 min per la QRC. Vengono riportate alle 

lunghezze d’onda a cui le molecole sono state detectate.  

Figura 19. cromatogrammi a (a) 271 nm, (b) 305 nm e (c) 370 nm del campione P200-Wet. Per 

ciascuna lunghezza d’onda è riportato lo spettro UV-Vis della molecola: (a) AG, (b) RSV, (c) QRC. 
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La Fig.20 riporta i dati relativi alle concentrazioni (μg/mL) dei tre polifenoli RSV (giallo), 

AG (verde) e QRC (arancione) riscontrate in ciascun estratto ottenuto a partire da BB umida 

(GP-Wet, P200-Wet) o essiccata (GP-Dry, P200-Dry). 

Figura 20. Concentrazione (μg/mL) ± ES di RSV (giallo), AG (verde) e QRC (arancione) rilevati 

in ciascun estratto (n=9) mediante analisi HPLC-DAD. 

Le analisi quantitative consentono di fare alcune importanti considerazioni circa le molecole 

identificate: innanzitutto rivela che indipendentemente dal processo di freeze-drying, dalla 

matrice bentonitica viene generalmente estratto un tenore maggiore di QRC e AG mentre 

sono state recuperate solo piccole quantità di RSV. Questo fenomeno è comprensibile se 

correlato all’origine dello scarto studiato: i mosti chiarificati con la BB oggetto del lavoro di 

tesi sono ottenuti da uve bianche biologiche, nelle quali il tenore di RSV è notoriamente 

inferiore rispetto alle uve rosse. È possibile osservare che la concentrazione di RSV negli 

estratti è paragonabile (inferiore a 0.5 μg/mL) eccetto che per P200-Dry, in cui la 

concentrazione è estremamente bassa. AG è tra le molecole considerate sicuramente quella 

più idrofila e inoltre presenta una buona solubilità in entrambi i solventi. La quantità, pur 

considerando il maggiore errore sperimentale, è maggiore in GP-Wet e in generale negli 

estratti provenienti da bentonite non privata della sua umidità. Se si considera il valore medio 

AG viene estratto in maggiore quantità negli estratti ottenuti con glicole propilenico. Infine, 

la concentrazione di QRC negli estratti è risultata dipendente dalla presenza iniziale di acqua. 

Le differenze osservate sono più rilevanti per i campioni a base di PEG200: i campioni 

provenienti da bentonite umida hanno mostrato una concentrazione di QRC più elevata 

rispetto ai corrispondenti estratti da bentonite liofilizzata (GP-Wet > GP-Dry e P200-Wet > 

P200-Dry), e la quantità maggiore viene comunque estratta in presenza di PEG200 come 

solvente, rilevando che il solvente ha una buona affinità nei confronti della QRC. 
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L’affinità dei solventi scelti verso le tre molecole di riferimento è differente. In particolare, 

è possibile osservare come il PEG200 emerga come il solvente che estrae la maggiore 

quantità di QRC, mentre il glicole propilenico sembra estrarre meglio il RSV, mentre risulta 

meno efficiente la sua capacità di estrarre QRC. Ciò potrebbe essere spiegato con il diverso 

grado di lipofilia delle due molecole. Si menziona, infine, la presenza di picchi relativi ad 

analiti che hanno uno spettro di assorbimento analogo a quello della quercetina e del 

resveratrolo, ma con differenti tempi di ritenzione. Tale evidenza ha portato a supporre la 

presenza di rispettive forme dimeriche o trimetriche, o di forme glicosidiche o esteree. 

Per avere maggiori informazioni sul contenuto fenolico totale (CFT) degli estratti è stato 

introdotto il saggio di Folin-Ciocalteu. Questa metodica, ampiamente utilizzata nella 

caratterizzazione di matrici alimentari, si basa sulla reazione dei composti fenolici con il 

reagente di Folin-Ciocalteu in ambiente alcalino. I risultati, espressi in equivalenti acido 

gallico per g di estratto (mgGAE/g) e riportati in Fig. 21, forniscono una stima complessiva 

dei fenoli contenuti e responsabili del potere antiossidante degli estratti (Akkol et al., 2008; 

Munteanu & Apetrei, 2021). 

 

Figura 21. dati relativi al metodo Folin–Ciocalteu (a sx) e all'analisi Bradford (a dx) per tutti gli 

estratti, riportati in termini di mg equivalenti ± ES di AG e albumina sierica bovina, rispettivamente 

utilizzati come molecole standard, per 1 g di estratto (n=9). 

Come è possibile osservare dai dati riportati in Fig.21, il contenuto maggiore di fenoli totali 

si riscontra nei campioni ottenuti da PEG200 rispetto al GP, suggerendo che tra i due, il 

primo possa essere un solvente estrattivo più potente per i polifenoli presenti, specialmente 

se in cosolvenza con l’acqua residua. 

Gli estratti ottenuti con glicole, sia da bentonite wet che dry presentano valori paragonabili 

tra loro e di poco superiori a quelli ottenuti da PEG200 proveniente da bentonite dry. 
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L’analisi di tali risultati suggerisce quindi che l’estrazione con PEG200 della bentonite 

umida porti ad una migliore efficienza estrattiva del pool polifenolico, e ciò è in accordo con 

le analisi HPLC-DAD.  

Poiché il processo di chiarificazione del mosto/vino è principalmente finalizzato alla 

rimozione di proteine ed enzimi che altrimenti possono causare ossidazione, torbidità e 

presenza di residui solidi nei prodotti finiti, risulta probabile che la bentonite di scarto debba 

contenere grandi quantità di proteine, che potrebbero essere estratte insieme ai polifenoli. 

Pertanto, è risultata necessaria la valutazione del contenuto proteico totale degli estratti 

ottenuti. La letteratura riporta diversi metodi per determinare il contenuto proteico totale in 

campioni liquidi. In questo lavoro, è stato impiegato il saggio di Bradford, in quanto è un 

metodo rapido e abbastanza sensibile, che consente la rilevazione di un contenuto proteico 

compreso tra 0.2 e 20 µg/mL (Goldring, 2019). 

Ancora una volta, poiché una quantità e/o un rapporto sconosciuti di diverse proteine 

potrebbero essere estratti dalla matrice di partenza, è necessario fare riferimento a una 

proteina standard. In generale, come standard di riferimento vengono utilizzate le 

immunoglobuline o l'albumina sierica bovina (BSA). In questo studio è stata scelta la BSA 

come standard grazie alla sua purezza e alla sua capacità di reagire con il reattivo di Bradford 

in modo simile a molte altre proteine (Goldring, 2019). Di conseguenza, il contenuto 

proteico totale (CPtT) di ciascun estratto è stato espresso come mg equivalenti di BSA  per 

1 g di estratto. 

In Fig. 21 è riportata la quantità totale di proteine presenti negli estratti, espressa in mgeq 

BSA/g di estratto. La quantità di proteine estratta è risultata molto bassa per tutti gli estratti 

(massimo ≈ 0.25 mg per 1 g di P200-Wet). In particolare, i campioni GP-Dry e P200-Dry 

sono risultati abbastanza comparabili, portando così a ipotizzare che l'estrazione delle 

proteine sia indipendente dai solventi di estrazione scelti. Al contrario, il campione GP-Wet 

ha mostrato il valore più piccolo, mentre il campione P200-Wet ha mostrato quello più alto. 

Ciò potrebbe essere attribuibile a diversi effetti di co-solvenza dell'acqua residua nel 

materiale di partenza di scarto. È importante comunque notare che, in termini di rapporto 

con i fenoli ritrovati, la quantità di proteine estratte è risultata in ogni caso di molto inferiore, 

più precisamente di una scala di grandezza rispetto ai fenoli totali, suggerendo che i solventi 

presentano una certa selettività nei confronti dei polifenoli.  

Affinché gli estratti ottenuti possano ritenersi potenzialmente dei buoni eccipienti funzionali 

utili in campo farmaceutico e cosmetico, la valutazione del loro potere antiossidante è un 

punto chiave. Il saggio DPPH è stato quindi scelto per confrontare il comportamento 
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antiossidante dei quattro estratti. Si tratta di una tecnica semplice, ben nota e ampiamente 

utilizzata, basata sull'attività chimica del radicale DPPH (DPPH•) (De Caro et al., 2019; 

Munteanu & Apetrei, 2021). 

La selezione del solvente e del rapporto campione-reagente è stata cruciale per ottimizzare 

il protocollo analitico. Tra metanolo ed etanolo, il metanolo ha garantito soluzioni più 

limpide e stabili, risultando il solvente d’elezione sia per la preparazione della soluzione 

madre di DPPH (40 µg/mL) sia per la diluizione degli estratti. 

Dopo aver valutato diversi rapporti campione-reagente, è stato individuato un compromesso 

ottimale che consentisse di apprezzare le differenze nella cinetica di reazione senza inficiare 

la sensibilità dell'analisi. La scelta di monitorare l'intera cinetica di riduzione del radicale 

DPPH anziché un singolo punto temporale, e il confronto tra le curve sperimentali,  riportate 

nella Fig. 22 ottenute diagrammando il residuo % di radicale DPPH in funzione del tempo 

d’analisi (60 minuti), ha consentito un confronto più accurato tra i diversi estratti, fornendo 

informazioni più dettagliate sul loro comportamento antiossidante. 

Figura 22. (A) DPPH residuo (%) in funzione del tempo di incubazione durante la valutazione degli 

estratti GP-Wet (triangolo-verde chiaro), GP-Dry (triangolo-verde scuro), P200-Wet (cerchio-

rosso) e P200-Dry (cerchio-arancio). (B) Dati nella scala semi-logaritmica e adattamento della 

curva lineare (intervallo di linearità: 20–60 min) (n=9). 

Come osservabile in Fig. 22, tutti gli estratti hanno mostrato un rapido consumo iniziale di 

DPPH per 10 min, seguito da una velocità di consumo che via via rallenta fino al punto finale 

scelto (60 min). Confrontando i campioni testati, si nota che i due estratti a base di glicole 

propilenico (PG-Wet e PG-Dry) hanno prodotto risultati abbastanza analoghi, e sono anche 

sovrapponibili al campione P200-Dry (≈70% di DPPH residuo dopo 60 min di incubazione), 

in accordo con i dati del saggio di Folin Ciocalteu. 

Al contrario, l'estratto P200-Wet ha mostrato il più alto potere antiossidante con un consumo 

iniziale significativo e rapido di DPPH, che è risultato in un ≈50% di DPPH residuo al punto 

finale. Se si osservano i medesimi dati diagrammando la percentuale in funzione del 
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logaritmo negativo del tempo (Fig.22b), questo fenomeno è ancora più evidente. La 

pendenza dei grafici lineari ottenuti consente di apprezzare la velocità con cui gli estratti 

testati esercitano la loro attività antiossidante. Una pendenza maggiore corrisponde a una 

velocità di consumo più rapida del reagente DPPH. Chiaramente il campione P200-Wet è un 

agente antiossidante più rapido, la retta mostra infatti un coefficiente angolare di 15.98. 

Il potere antiossidante degli estratti è chiaramente correlato alla quantità di composti 

antiossidanti fenolici. Infatti, i campioni PG-Wet, PG-Dry e P200-Dry, che hanno mostrato 

analoghi modelli di riduzione DPPH, hanno anche un CFT comparabile. Il maggiore potere 

antiossidante del campione P200-Wet è in accordo con il saggio di Folin–Ciocalteu, il quale 

indica la presenza di quantità più elevate di fenoli. 

Per comprendere meglio l'attività antiossidante dei nuovi estratti studiati, questi dovrebbero 

essere confrontati con una molecola antiossidante standard. Nonostante l'acido ascorbico sia 

solitamente il principale riferimento antiossidante, qui è stato scelto l'acido gallico (AG) per 

confrontare comportamenti potenzialmente simili: un pool di polifenoli estratti rispetto al 

composto fenolico standard. Quindi, cinque soluzioni metanoliche standard di AG a diversa 

concentrazione sono state sottoposte al test DPPH, e le curve risultanti sono riportate in 

Fig.23a La figura mostra per ognuna delle cinque soluzioni la percentuale del radicale DPPH 

in funzione del tempo (1 h). Riportando i dati in scala semi-logaritmica si ottiene il fitting 

con una retta (Fig.23b).  

 

Figura 23. DPPH residuo (%) in funzione del tempo di incubazione (A) e adattamento della curva 

lineare nella scala semi-logaritmica per le soluzioni standard di AG (B) (intervallo di linearità: 20-

60 min), (n=3). 

Come è possibile osservare, le curve hanno tutte un generale andamento caratterizzato da un 

consumo rapido iniziale (primo tratto della curva) seguito da un rallentamento con il 

raggiungimento di un plateau ai 60 minuti. Paragonando questi andamenti con quelli ottenuti 

per gli estratti è possibile ipotizzare che la presenza di numerosi polifenoli negli estratti abbia 
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permesso comportamenti diversi rispetto ad AG caratterizzati da un consumo lento ma 

costante di DPPH dovuto a cinetiche di reazione diverse tra sostanze antiossidanti di natura 

diversa e radicale DPPH, che comunque non raggiungono un plateau.  

Per confrontare meglio il potere antiossidante con quello del riferimento scelto, la % residua 

di DPPH a 10, 30 e 60 min degli estratti è stata plottata in funzione della concentrazione 

delle soluzioni di AG, ottenendo così tre curve di calibrazione. 

Di conseguenza, conoscendo il DPPH residuo nei punti temporali selezionati per ciascun 

estratto (diluizione del campione: 20 µL/mL) e la sua densità, è stato possibile esprimere il 

potere antiossidante di 1 g di ciascun estratto come mgGAE. 

I valori di mgGAE per g di ciascuno dei quattro estratti prodotti sono riportati in Tab.6, ed 

espressi come media ± ES. 

Tabella 6. Potere antiossidante degli estratti freschi espresso come mgGAE ± ES a 10, 30 e 60 min 

per 1 g di estratto (n=9). 

 

 

 

 

 

Come riportato, ogni campione ha mostrato una concentrazione equivalente di AG, che è 

andata aumentando nel tempo, confermando un diverso comportamento antiossidante 

rispetto allo standard AG. Ancora una volta, P200-Wet è l'estratto con il maggiore potere 

antiossidante, poiché 1 g di esso possiede un potere antiossidante equivalente a 1.322 mg di 

AG, suggerendo che la presenza di acqua nella bentonite di scarto promuove l'estrazione di 

polifenoli quando PEG200 viene utilizzato come solvente. 

Come già discusso, il primo obiettivo di questo lavoro è la realizzazione di eccipienti 

funzionali arricchiti in polifenoli da utilizzare direttamente per la formulazione di prodotti 

cosmetici/farmaceutici. Pertanto, la valutazione della loro sicurezza risulta essenziale. 

Per valutare la sicurezza degli estratti e paragonarli ai corrispondenti solventi puri, è stato 

condotto un test di citotossicità su cellule BALB/3-T3, fibroblasti murini embrionali 

immortalizzati. Questo modello cellulare è comunemente utilizzato per valutare la 

biocompatibilità di materiali e sostanze (Jagiełło et al., 2023).  

Estratti freschi 

mgGAE/g estratto 

Formula code 10 min 30 min 60 min 

P200-Wet 1.073 ± 0.121 1.225 ± 0.105 1.322 ± 0.104 

P200-Dry 0.396 ± 0.043 0.539 ± 0.037 0.606 ± 0.039 

GP-Wet 0.263 ± 0.051 0.512 ± 0.069 0.608 ± 0.079 

GP-Dry 0.375 ± 0.006 0.579 ± 0.014 0.659 ± 0.018 
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Le cellule BALB/3-T3 sono state incubate in presenza dei solventi puri e dei quattro diversi 

estratti a diverse concentrazioni (v/v), scelte in base a studi di letteratura (Fiume et al., 2012, 

2020), per un periodo complessivo di 24 ore. I risultati sono riportati in Fig.24.  

 

Figura 24. Saggio di vitalità cellulare su cellule BALB/3-T3. Le cellule sono state trattate per 24 ore 

in assenza (controllo) o in presenza di (A): GP (celeste) ed estratti a base di GP (GP-Dry arancio e 

GP-Wet rosso), (B): PEG200 (verde) ed estratti a base di PEG200 (P200-Dry azzurro e P200-Wet 

blu), range di concentrazioni (2.5-20 µL/mL). I valori sono riportati come medie ± DS di tre 

esperimenti separati, condotti in triplicato. Rispetto al controllo, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

(ANOVA associata al test di Tukey). 

L'analisi della citotossicità degli estratti e dei solventi puri ha permesso di estrapolare alcune 

importanti considerazioni circa: 

Citotossicità dei solventi: i solventi puri (PEG200 e GP) hanno mostrato una significativa 

citotossicità in modo dose-dipendente, nonostante siano comunemente utilizzati come 

eccipienti in formulazioni cosmetiche e farmaceutiche. 

Effetto protettivo degli estratti: gli estratti, a tutte le concentrazioni testate, hanno dimostrato 

una minore citotossicità rispetto ai rispettivi solventi puri, suggerendo un effetto protettivo 

delle sostanze in essi contenute. 

Effetto duale dei polifenoli: gli estratti hanno mostrato un tipico profilo dose-risposta 

bifasico, con effetti proliferativi a basse concentrazioni e citotossici a concentrazioni più 

elevate, in linea con la letteratura sui polifenoli (Ibrahim et al., 2018; Niedzwiecki et al., 

2016; Rauf et al., 2018; Surai et al., 2019). 

Influenza del solvente: i solventi di estrazione freschi risultano citotossici (vitalità cellulare 

%<80%) in maniera concentrazione-dipendente. Gli estratti a base di glicole propilenico 
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(Fig.24a) hanno mostrato citotossicità anche a basse concentrazioni (≥ 12.5 µL/mL), ed i 

campioni GP-Dry e GP-Wet hanno fornito risultati comparabili. Gli estratti in PEG (Fig.24b) 

ha determinato una modesta citotossicità poiché anche i valori di vitalità cellulare più bassi 

osservati per le concentrazioni più alte erano intorno all'80%.  Inoltre, si può osservare che 

P200-Dry esercita un effetto proliferativo superiore all'estratto P200-Wet. Ciò potrebbe 

essere attribuito al contenuto molto diverso in polifenoli funzionali già riportato, con 

conseguenti differenti effetti in vitro. 

Al fine di valutare la stabilità a lungo termine degli estratti ottenuti, questi sono stati 

conservati a 4°C (frigo) in contenitori di vetro scuro. Dopo sei mesi dalla loro preparazione, 

gli estratti sono stato sottoposto nuovamente a tutte le analisi precedentemente discusse. 

Preliminarmente, la stabilità dell’estratto è stata valutata mediante ispezione visiva, ed è 

stato osservato che dopo sei mesi esso risultava limpido e dal colore invariato; inoltre, non 

mostrava alcuna separazione di fase o alcun sedimento. Successivamente, è stata effettuata 

la determinazione del contenuto fenolico totale, la quantificazione di AG, QRC e RSV 

mediante HPLC-DAD e la valutazione del contenuto proteico. I risultati ottenuti sono 

presentati in Fig.25. Inoltre, nella Tab.4 viene riportato il confronto tra gli estratti freschi e 

quelli conservati per 6 mesi in termini di potere antiossidante. 
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Figura 25. Valutazione della stabilità mediante il confronto delle analisi quantitative condotte 

sull'estratto appena preparato e sugli estratti di 6 mesi: (A) dati HPLC-DAD riportati come 

concentrazione (μg/mL) ± ES di RSV, QRC e AG; (B) dati del Folin-Ciocalteu test riportati come 

mg equivalenti ± ES di acido gallico per 1 g di estratto; (C) risultati del Bradford test riportati come 

mg equivalenti ± ES di BSA per 1 g di estratto (n=6). 

Tabella 7. Potere antiossidante degli estratti dopo 6 mesi di conservazione a 4 °C al buio, espresso 

come mgGAE ± ES a 10, 30 e 60 min, per 1 g di estratto (n=9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estratti conservati per 6 mesi 

mgGAE/g estratto 

Campioni 10 min 30 min 60 min 

P200-Wet 0.739 ± 0.034 1.034 ± 0.023 1.178 ± 0.025 

P200-Dry 0.345 ± 0.020 0.523 ± 0.026 0.589 ± 0.027 

GP-Wet 0.431 ± 0.032 0.627 ± 0.013 0.707 ± 0.009 

GP-Dry 0.361 ± 0.005 0.565 ± 0.001 0.666 ± 0.008 
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Come è possibile osservare, si sono verificate alcune variazioni. Le variazioni più rilevanti 

sono quelle relative alla riduzione della concentrazione di AG, mentre sembrano 

apparentemente aumentare in alcuni campioni le concentrazioni di QRC e RSV. Tuttavia, i 

risultati relativi al potere antiossidante suggeriscono che il pool di polifenoli estratto è 

rimasto pressoché stabile nelle condizioni di conservazione scelte, poiché non si assiste a 

variazioni di rilievo. Tale comportamento potrebbe essere attribuito alla presenza negli 

estratti freschi di composti quali derivati glicosidici o dimeri di RSV e QRC, i quali, nel 

tempo, subiscono scissione con liberazione della forma agliconica o monomerica rispettiva,  

determinando così un aumento apparente della loro concentrazione, e controbilanciando la 

perdita di AG. Si osserva pertanto il mantenimento  del potere antiossidante complessivo 

dell’estratto. Infine, anche le piccole quantità di proteine estratte rimangono stabili, 

concorrendo così a non alterare l'aspetto degli estratti nel tempo.  

4.2 Produzione e caratterizzazione di estratti liquidi arricchiti in polifenoli mediante 

macerazione semplice a partire da bentonite nera esausta (BN) e sviluppo di una 

formulazione in situ-gelling con l’estratto P200-BN 

Le prove estrattive condotte su bentonite bianca hanno dimostrato la fattibilità su scala 

laboratoriale del recupero della quota di polifenoli intrappolati nello scarto bentonitico, 

delineando una procedura estrattiva efficiente. Al fine di valorizzare un altro possibile scarto 

della lavorazione dell’uva, l'indagine è stata estesa alla bentonite sodica associata a carbone 

attivo. La bentonite nera (BN), così denominata per il colore conferito dal carbone attivo, è 

ampiamente impiegata in enologia; la presenza del carbone attivo, noto per il suo elevato 

potere adsorbente, conferisce alla miscela un’elevata capacità deproteinizzante (Morata & 

Loira, 2016). Considerando che il carbone attivo potrebbe infatti influenzare anche 

l'adsorbimento di altre molecole come i polifenoli, ampliando lo spettro delle sostanze 

trattenute dalla matrice, l'obiettivo dello studio è stato quello di confrontare le capacità di 

estrazione dei polifenoli dalle due matrici (BB e BN) e di valutare l'eventuale impatto del 

carbone attivo sulla resa estrattiva. Il carbone attivo ha di per sé un elevato potere adsorbente 

e una buona affinità nei confronti dei polifenoli, tanto da essere usato per la rimozione della 

quota fenolica ossidabile; pertanto, la miscela carbone attivo/bentonite potrebbe essere una 

fonte ricca di molecole ad attività antiossidante (Singleton & Draper, 1962). In questa 

prospettiva, il lavoro sperimentale è stato in seguito incentrato su questa matrice 

d’estrazione, in analogia a quanto già fatto per la bentonite bianca.  

Lo scopo della ricerca è stato anche quello di validare il metodo estrattivo precedentemente 

testato su un nuovo tipo di scarto. Poiché i metodi di pretrattamento e conservazione 
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precedentemente testati hanno garantito una buona conservazione degli attivi nella matrice 

e un’adeguata riproducibilità nelle procedure, la BN è stata sottoposta alle stesse operazioni 

tecniche: ancora congelata è stata polverizzata, miscelata, setacciata e in seguito aliquotata 

e conservata a -80°C. Anche in questo caso è stato opportuno determinare il contenuto di 

mosto/acqua presente nelle frazioni del lotto di scarto ricevuto. Anche in questo caso la 

procedura di freeze-drying è risultata utile a determinare il contenuto di acqua della BN, 

mediante accurata valutazione del peso prima e dopo la procedura di freeze-drying.  

 

 

Figura 26. Aspetto della BN ancora congelata (A) e dopo crioessiccazione, frantumazione e 

miscelazione (B). 

Anche per lo scarto BN (Fig.26), il contributo in peso dell’acqua residua è risultato elevato, 

rappresentando il 55.32 ± 1.27% (p/p). Tale valore è in accordo con quello ottenuto per la 

BB (54.15 ± 1.56%).  

Le prove estrattive per macerazione sono state dapprima condotte testando nuovamente i 

solventi impiegati nelle prove condotte con BB, ossia il PEG200 e il GP. Al contempo, si è 

voluto estendere lo studio ad altri eccipienti liquidi idrofili impiegati in ambito cosmetico e 

farmaceutico. Considerati i risultati positivi ottenuti impiegando polietilenglicole, sono stati 

presi in considerazione altri due polietilenglicoli liquidi a temperatura ambiente, che dai dati 

di letteratura mostrano affinità e promuovono la solubilità di composti polifenolici come il 

RSV e la QRC (K. Robinson et al., 2015; Tran et al., 2014), ovvero i polietilenglicoli 400 

(PEG400) e 600 (PEG600). Entrambi sono ampiamente impiegati in ambito farmaceutico e 

alimentare, ed hanno dimostrato di essere un efficace vettore per la solubilizzazione e la 

stabilizzazione di composti fenolici. L’obiettivo era quello di valutare se il peso molecolare 

medio dei differenti polietilenglicoli può influenzare l’efficienza estrattiva. È stato inoltre 

considerato per le prove estrattive un altro eccipiente idrofilo di consolidato uso: il glicerolo. 

Il glicerolo (G) è considerato sicuro per l'uso in prodotti alimentari, cosmetici e farmaceutici, 
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rendendo gli estratti ottenuti adatti a queste applicazioni. Inoltre, il glicerolo è un prodotto 

sostenibile, poiché ricavato spesso come sottoprodotto di processi industriali.  

Tali eccipienti sono stati quindi direttamente impiegati in prove estrattive per macerazione. 

Poiché i risultati ottenuti trattando la BB avevano dimostrato che la bentonite ancora carica 

del mosto (wet) è una matrice migliore in termini di quantità di polifenoli estratti rispetto a 

quella sottoposta a freeze-drying, lo studio su BN è stato condotto solo sullo scarto umido, 

così come prelevato dai silos una volta esaurito il suo utilizzo. Inoltre, è da considerare che 

un processo di freeze-drying di uno scarto non è un processo economicamente vantaggioso, 

per cui in un’ottica green e di scalabilità non può certo essere considerato. 

La macerazione è stata quindi condotta per un’ora, al riparo dalla luce a temperatura 

controllata (25±1°C) utilizzando BN umida miscelata 1:4 in peso con ciascuno dei solventi 

testati.  

La sospensione è risultata visivamente fluida e omogenea, è stata quindi centrifugata ed il 

surnatante raccolto, filtrato e conservato in vials di vetro ambrato, a temperatura di 4°C. Gli 

estratti colorati freschi raffigurati in Fig.27 sono quindi stati sottoposti ad analisi volte alla 

valutazione delle caratteristiche chimico-fisiche, del profilo fenolico e del potere 

antiossidante, in vista di una loro applicazione come eccipienti funzionali.  

Figura 27. Aspetto degli estratti P200-BN, P400-BN, P600-BN, GP-BN e G-BN, appena preparati.  

In Tab.8 vengono riportati i valori del recupero % del solvente, di densità e pH dopo 

diluizione in acqua degli estratti ottenuti. Il recupero % si riferisce alla quantità di estratto 

recuperata rispetto alla quantità iniziale di solvente di estrazione impiegato. Questo è un 

parametro cruciale in vista della progettazione di una procedura scalabile ed economica. 

Comparando i risultati di recupero % per il solvente PEG200 con quelli precedentemente 

ottenuti P200-Wet e al GP-Wet provenienti da BB si nota come siano simili, dimostrando che 

la ritenzione di solvente dovuta all’elevato gradi di rigonfiamento della matrice bentonitica 

non varia in presenza di carbone attivo. 
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Tabella 8. Caratteristiche degli estratti in termini di recupero del solvente % (n=6), densità e pH 

dopo diluizione in acqua (n=12). Medie ± ES. 

Formula code 
Recupero 

% p/p 

Densità 

(g/mL) 
pH 

P200-BN 69.3 ± 1.8 1.140 ± 0.005 4.47 ± 0.14 

P400-BN 63.3 ± 2.0 1.122 ± 0.005 3.54 ± 0.06 

P600-BN 49.0 ± 10.0 1.111 ± 0.009 3.57 ± 0.02 

GP-BN 70.7 ± 1.5 1.039 ± 0.004 4.30 ± 0.21 

G-BN 35.3 ± 6.0 1.226 ± 0.005 3.45 ± 0.01 

 

Confrontando i risultati ottenuti per i diversi PEG si osserva che il recupero si riduce in 

funzione dell’incremento del PM medio del solvente; inoltre, osservando il valore di errore 

standard riportato per l’estratto P600-BN, si nota che questo ha il più alto valore, per cui si 

associa a questo valore una scarsa riproducibilità nella lavorabilità della sospensione. Tra 

tutti i solventi, il G-BN è l’estratto con la resa più bassa. 

Questi risultati sono plausibilmente imputabili all'elevata viscosità dei solventi e alla 

consistenza della sospensione finale ottenuta, che ha portato a difficoltà di miscelazione e a 

perdite rilevanti durante la fase di separazione, condotta per centrifugazione e filtrazione 

finale. La medesima Tab.8 riporta la densità determinata degli estratti ed i valori di pH 

misurati dopo diluizione di una quota di estratto con acqua ultrapura. Si può osservare che i 

valori di densità (g/mL) registrati, si avvicinano alla densità iniziale del corrispondente 

solvente puro (1.13 g/mL per PEG400 e PEG600 e 1.26 g/mL per G), rivelando ancora una 

volta che la quota d’acqua proveniente dal mosto residuo non influenza la densità finale degli 

estratti. 

Analizzando il valore di pH degli estratti dopo diluizione in acqua, ancora una volta si 

osserva un abbassamento considerevole rispetto ai relativi solventi puri, raggiungendo valori 

compresi nell'intervallo 3.4-4.5. Questo fenomeno è sicuramente imputabile alla presenza di 

sostanze acide recuperate, quali gli acidi organici, come l’acido tartarico e malico, che sono 

ampiamente presenti nel mosto e nel vino (Todorov et al., 2024) ed ai polifenoli. 

Gli estratti ottenuti sono stati quindi sottoposti ad analisi quali-quantitative volte a: 

i) determinare il contenuto fenolico totale (saggio Folin-Ciocalteu); ii) valutare il profilo 

cromatografico (analisi HPLC-DAD), quantificando AG, QRC e RSV; iii) stimare la loro 

attività scavenger (saggio DDPH); iv) verificare la presenza e le quantità di proteine (saggio 

Bradford).  
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Il contenuto fenolico totale (CFT) valutato sempre utilizzando AG come standard di 

riferimento, è stato espresso come mgGAE/g di ciascun estratto (Fig.28). 

 

Figura 28. CFT e CPtT degli estratti espresso come mgGAE/g di estratto (a sx) e mgeqBSA/g di estratto 

(a dx). 

Come si può osservare, gli estratti in PEG mostrano un CFT inversamente proporzionale al 

PM, con un contenuto circa doppio nel P200-BN (3.122 ± 0.106 mgGAE/g) rispetto al P600-

BN (1.713 ± 0.187 mgGAE/g), che mostra un CFT paragonabile a quello di G-BN, estratto 

che mostra il valore di CFT più basso. Questo dato potrebbe essere giustificato con il più 

alto valore di densità del solvente, che penetra quindi con maggiore difficoltà nello scarto 

bentonitico riducendo l’efficienza estrattiva. 

Riguardo al valore ottenuto per l’estratto P200-BN, se confrontato con il valore ottenuto 

dall’estratto ricavato da BB, il CFT risulta maggiore (3.12 ± 0.11 contro 2.5 ± 0.06 mgGAE/g)  

Infine, per ciascun estratto è stato valutato il contenuto proteico totale (CPtT) espresso come 

mgeqBSA/g (Fig.28).  

Anche in questo caso, sebbene si parta da una matrice notoriamente più ricca di proteine, i 

solventi in generale, e il PEG200 in particolare, mostrano una certa selettività nell’estrazione 

del pool fenolico.  

I valori di CPtT sperimentati in tutti gli estratti sono sempre risultati molto bassi e hanno 

evidenziato che la capacità di estrazione dei PEG è inversamente proporzionale al loro PM: 

il P200-BN possiede il valore di CPtT più alto. Tuttavia, si osserva che, G-BN possiede un 

valore di CPtT elevato, prossimo a quello del P200-BN. Ciò potrebbe essere attribuibile alla 

sua grande igroscopicità, in grado di aumentare la solubilità delle proteine rispetto ai PEG e, 

di contro, essere responsabile della limitata estrazione di polifenoli (Verdier‐Sévrain & 

Bonté, 2007). 
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È bene comunque ricordare che le proteine presenti nell’estratto provengono da una fonte 

alimentare, pertanto, non rappresentano di certo un rischio per la salute del consumatore.  

È chiaro che una caratterizzazione più specifica delle proteine è auspicabile per avere una 

panoramica più completa sugli estratti, a tal proposito sono state avviate delle prove di 

elettroforesi su gel, mirate a restituire una prima caratterizzazione delle proteine estratte, in 

termini di numero di bande e relativo peso molecolare. La difficoltà nell’ottimizzare la 

tecnica risiede nel fatto che i pigmenti colorati presenti nell’estratto interferiscono con la 

colorazione della lastra e la chiara rivelazione delle bande.  

Procedendo con le analisi quali-quantitative, tramite HPLC-DAD è stata determinata la 

concentrazione AG, RSV e QRC in ciascun estratto. I risultati sono riportati in Tab.9.  

Tabella 9. concentrazione (μg/mL) di acido gallico (AG), resveratrolo (RSV) e quercetina (QRC) 

rilevata in ciascun estratto. Medie ± ES (n=12). 

 

Formula code AG(μg/g) RSV(μg/g) QRC (μg/g) 

P200-BN 17.04 ± 0.84 2.10 ± 0.05 60.78 ± 2.31 

P400-BN 13.79 ± 0.31 1.11 ± 0.02 28.83 ± 0.56 

P600-BN 13.77 ± 0.35 1.00 ± 0.05 27.01 ± 1.40 

GP-BN 14.58 ± 1.04 1.53 ± 0.03 25.50 ± 1.12 

G-BN - 0.39 ± 0.01 3.56 ± 0.08 

 

Come si può notare, l'estratto in P200-BN ha un contenuto nei tre polifenoli più alto rispetto 

agli altri. Gli estratti P400-BN, P600-BN e GP-BN non hanno dato tra loro differenze 

significative. Di contro, ancora una volta, l'uso di G come solvente di estrazione sembra 

essere inefficace, poiché sono state estratte quantità basse di QRC e RSV, e pressoché nulle 

di AG. Rispetto ai dati ottenuti da BB, la differenza tra i due estratti in PEG200 è 

significativa, portando a un aumento di quasi cinque volte del tenore di QRC, e valori 

paragonabili di AG e RSV.  

Anche in termini di numero di picchi riscontrati per ogni estratto si notano sostanziali 

differenze se si confrontano i cromatogrammi 3D di ciascun campione analizzato, i quali 

mostrano il profilo cromatografico completo. Al fine di consentire un confronto semi-

quantitativo tra gli estratti, i cromatogrammi sono riportati nella medesima scala (Fig.29). 

In generale è possibile osservare numerosi picchi attribuibili a un pool complesso di 
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molecole. Come si può notare, l'estratto in PEG200 ha prodotto picchi più alti e più numerosi 

rispetto agli altri.  

Figura 29. Cromatogrammi 3D degli estratti P200-BN, P400-BN, P600-BN, GP-BN, G-BN riportati 

nella stessa scala. 

 

È importante sottolineare che, nonostante sia stato utilizzato il rilevatore DAD, e quindi sia 

disponibile lo spettro UV-Vis di ciascun picco, utilizzando solo queste informazioni non è 

possibile identificare ogni molecola, poiché diversi polifenoli appartenenti alla stessa 

sottoclasse hanno una struttura di base comune e quindi presentano spettri UV-Vis simili, 

rendendo l’identificazione inadeguata in assenza di standard di riferimento.  

Il ricco e variegato pool di polifenoli evidenziato potrebbe conferire agli estratti alcune 

proprietà rilevanti che possono renderli direttamente utili per diversi scopi in conformità con 

l'approccio waste-to-market. Poiché l’obiettivo è quello di destinarli alla formulazione di 

prototipi di dispositivi medici e cosmetici, è stato indagato il potere scavenger degli estratti, 

mediante saggio DPPH.  

Come fatto in precedenza, è stata registrata la riduzione dell’assorbanza in funzione del 

tempo, riportando la curva di consumo del radicale. Ciò consente di valutare meglio la 

cinetica di reazione del radicale DPPH con il complesso pool polifenolico. 
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In Fig.30 è riportato il confronto tra i profili di reazione con il radicale dei diversi estratti da 

BN.  

 

Figura 30. Andamento del consumo percentuale del radicale DPPH da parte degli estratti in 

funzione del tempo di incubazione. Medie ± ES (n=12). 

Come previsto dai dati già raccolti, l'uso di PEG200 come solvente di estrazione non 

convenzionale ha prodotto la materia prima secondaria con il più alto potere antiossidante in 

quanto è in grado di consumare una quantità maggiore di radicale DPPH rispetto agli altri 

estratti. Secondo i valori di CFT mostrati precedentemente, i PEG hanno mostrato un 

andamento inversamente proporzionale al loro PM. Tuttavia, è evidente che i valori CFT da 

soli non sono sufficienti a prevedere la potenzialità di ciascun estratto. Infatti, l'estratto GP-

BN ha mostrato un CFT inferiore a quello di P400-BN, mentre dal grafico di consumo del 

DPPH (Fig.30) si evince che è un agente antiradicalico più forte. Ciò è probabilmente dovuto 

ai diversi rapporti di biomolecole recuperate negli estratti, aventi ciascuna una cinetica di 

reazione e una stechiometria del consumo di DPPH proprie e caratteristiche. Per confrontare 

meglio i risultati ottenuti, anche in questo caso il potere antiossidante di ciascun estratto è 

stato quantificato a 10, 30 e 60 minuti utilizzando AG come molecola di riferimento. I 

risultati sono riportati nella Tab.10 come mgGAE/g di estratto. 
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Tabella 10. Potere antiossidante degli estratti espresso come mgGAE/g, dopo 10, 30 e 60 min di 

esperimento. Medie ± ES (n=12). 

mgGAE/g estratto 

Formula code 10 min 30 min 60 min 

P200-BN 17.04 ± 0.84 2.10 ± 0.05 60.78 ± 2.31 

P400-BN 13.79 ± 0.31 1.11 ± 0.02 28.83 ± 0.56 

P600-BN 13.77 ± 0.35 1.00 ± 0.05 27.01 ± 1.40 

GP-BN 14.58 ± 1.04 1.53 ± 0.03 25.50 ± 1.12 

G-BN - 0.39 ± 0.01 3.56 ± 0.08 

 

Di conseguenza, è stato osservato un consumo di DPPH dipendente dal tempo, senza che 

però si raggiunga mai un plateau, suggerendo che la miscela di antiossidanti negli estratti 

continua a reagire nel tempo. Chiaramente, i dati confermano pienamente le considerazioni 

precedenti, evidenziando che i risultati peggiori sono quelli ottenuti per gli estratti a base di 

P600-BN e G-BN. 

In considerazione dei migliori risultati ottenuti utilizzando PEG200 e GP si è deciso di 

indagare l'effetto della cosolvenza tra i due. Sono state così sperimentate tre differenti 

miscele di questi due solventi, variandone le proporzioni in peso, ed in particolare le miscele: 

70:30, 50:50 e 30:70 (p/p). L'utilizzo di miscele dei due solventi ha avuto quale obiettivo la 

ricerca del “miglior solvente” (o miscela) in grado di estrarre il più ampio pool di polifenoli 

dallo scarto bentonite nera. 

Al fine di garantire la riproducibilità dei risultati fin qui ottenuti, ed ottenere estratti 

paragonabili tra loro, è stata utilizzato un nuovo lotto di scarto BN e sono state condotte le 

estrazioni sia con i due solventi puri che con le rispettive miscele. È stato in tal modo 

possibile: i) verificare la riproducibilità e la robustezza del metodo estrattivo applicato a una 

matrice caratterizzata da una interseca variabilità, essendo un prodotto di scarto; ii) validare 

la riproducibilità del metodo; iii) assicurarsi che eventuali differenze osservate negli estratti 

fossero attribuibili al potere estraente delle miscele e non a variazioni del materiale di 

partenza. 

L’estrazione per macerazione è stata condotta mantenendo il medesimo rapporto p/p tra 

matrice e solventi, e mantenendo le condizioni sperimentali precedentemente usate: sotto 

agitazione magnetica, a temperatura di 25+1°C, al riparo dalla luce, per 1 h. Gli estratti 

ottenuti sono stati recuperati mediante centrifugazione e filtrazione (Fig.31), e riportati come 
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segue: P200, P7G3, P5G5, P3G7 e GP. Quindi, è stata determinata la percentuale di solvente 

persa, la densità e il pH dopo opportuna diluizione in acqua. 

Figura 31. Aspetto degli estratti ottenuti a partire dai due solventi puri (agli estremi), e dalle tre 

miscele (al centro). È possibile notare una gradazione nell’intensità di colore in funzione della 

quantità di PEG200 o GP.  

Come illustrato nella Tab.11,  la natura del solvente o della miscela utilizzata non ha 

esercitato un'influenza significativa sulla percentuale di solvente trattenuto dalla matrice 

solida, che si è attestata su valori prossimi al 30% (p/p). La densità degli estratti si è 

dimostrata sostanzialmente sovrapponibile a quella dei rispettivi solventi puri (ρPEG200= 

1.115±0.005 g/mL; ρGP= 1.038±0.004 g/mL), mentre il pH delle soluzioni acquose ottenute 

per diluizione ha evidenziato una spiccata acidità (≈4). 

Tabella 11. Caratteristiche degli estratti in termini di perdita di solvente % (n=6), densità e pH 

dopo diluizione con acqua (n=18). Media ± ES (p<0.05). 

 

 

Quindi, è stato valutato il contenuto fenolico totale (CFT) e la concentrazione di AG, RSV e 

QRC mediante HPLC-DAD. I risultati sono presentati in Tab.12.   

 

 

  

Formula code Perdita di solvente % Densità pH 

P200 30.73 ± 1.80 1.142 ± 0.005 4.30 ± 0.12 

P7G3 30.76 ± 3.54 1.101 ± 0.003 4.23 ± 0.15 

P5G5 34.06 ± 2.22 1.097 ± 0.003 4.23 ± 0.22 

P3G7 27.16 ± 1.46 1.081 ± 0.009 4.05 ± 0.36 

GP 29.34 ± 1.48 1.040 ± 0.005 4.32 ± 0.19 
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Tabella 12. Dati quantitativi dei polifenoli per ciascun estratto: concentrazione (µg/mL) ± ES di AG, 

RSV e QRC determinata mediante analisi HPLC-DAD e del CFT ottenuto tramite il saggio di Folin-

Ciocalteu ed espresso come mgGAE/grammo di estratto (n=18) ± ES (p<0.01). 

 

Passando dall'estratto P200 a quello GP, i dati evidenziano una tendenza generale alla 

riduzione del tenore di polifenoli. Questi risultati hanno inoltre confermato i dati 

precedentemente ottenuti, verificando così la riproducibilità della procedura di estrazione 

dei polifenoli dal nuovo scarto.  

Poiché i grafici 3D hanno evidenziato la presenza di diversi composti, gli estratti sono stati 

ulteriormente sottoposti ad analisi HPLC-MS/MS, volte a valutare sia il complesso pool 

polifenolico sia la presenza di acidi organici provenienti dal mosto. 

Le analisi LC-MS/MS hanno permesso l'identificazione del profilo polifenolico degli 

estratti, rilevando la presenza di diverse classi di polifenoli (ad esempio, acidi fenolici e 

flavonoidi). I dati relativi alla concentrazione dei singoli e totale sono riportati in Tab.13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Formula code AG (µg/mL) RSV (µg/mL) QRC (µg/mL) CFT (mg/g) 

P200 17.14 ± 0.80 2.12 ± 0.06 60.88 ± 2.28 3.14 ± 0.17 

P7G3 17.58 ± 0.46 1.84 ± 0.05 42.81 ± 1.87 2.93 ± 0.14 

P5G5 18.00 ± 0.71 1.75 ± 0.08 38.78 ± 2.61 2.70 ± 0.16 

P3G7 16.54 ± 0.90 1.63 ± 0.11 31.98 ± 2.04 2.78 ± 0.11 

GP 15.11 ± 1.13 1.50 ± 0.06 25.85 ± 1.82 1.85 ± 0.10 
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Tabella 13. Valutazione quantitativa del profilo polifenolico in ciascun estratto mediante analisi LC-

MS/MS: concentrazione (µg/mL) dei composti bioattivi identificati. Media (n=18). La deviazione 

standard (DS) è risultata sempre inferiore al 5% (p<0.05). 

 

Analiti (µg/mL) P200 P7G3 P5G5 P3G7 GP 

 

Acido Gallico 24.00 19.84 13.13 15.56 12.70 

Acid Gentisico 7.34 15.14 5.83 5.65 ND 

Catechina 50.37 82.11 47.85 57.21 51.68 

Acido Caffeico 18.96 25.63 15.59 17.53 18.04 

Acido Siringico 9.30 6.59 4.30 4.03 ND 

Epicatechina 25.00 25.44 16.43 19.60 22.90 

Acido trans-OH 

Cinnamico 
39.90 36.80 27.70 31.63 34.10 

Rutina 2.90 2.54 2.32 2.32 2.35 

Resveratrolo 1.50 1.66 1.05 1.28 1.60 

Apigenina_7_glu. 0.90 0.59 0.58 0.58 ND 

Kaempferolo 31.00 31.17 20.58 19.87 14.40 

Quercetina 330.30 260.62 120.19 123.95 156.50 

⅀ Polifenoli 541.47 508.13 275.55 299.21 314.27 

 

I risultati ottenuti mediante spettrometria di massa hanno confermato la coerenza dei dati 

HPLC-DAD per quanto concerne il profilo fenolico degli estratti. In particolare, è stata 

confermata la maggiore efficacia del solvente PEG200 nell'estrazione dei composti fenolici, 

come anche evidenziato dal saggio di Folin-Ciocalteu. 

L'analisi comparativa degli estratti ha evidenziato significative differenze nel contenuto 

totale di polifenoli: L'estratto P200 si è distinto per il suo elevato contenuto polifenolico, 

superando significativamente tutti gli altri estratti analizzati. In particolare, il CFT risulta 

quasi doppio rispetto a quello dell'estratto GP. L’estratto GP inoltre non è stato in grado, per 

esempio, di estrarre composti fenolici specifici, quali acido gentisico, acido siringico e 

apigenina-7-glu. Infine, gli estratti ottenuti dalle miscele di PEG200 e GP hanno presentato 

un profilo polifenolico intermedio tra quello degli estratti ottenuti e dai solventi puri. 

L'analisi quantitativa degli acidi organici condotta mediante LC-MS/MS ha rivelato un 

profilo caratteristico per ciascun estratto (Tab.14).  
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Tabella 14. Determinazione quantitativa degli acidi organici in ciascun estratto mediante analisi LC-

MS/MS: concentrazione (µg/mL) dei composti bioattivi identificati. Media (n=18). La deviazione 

standard (DS) è sempre risultata inferiore al 5% (p<0.05). 

 

In particolare, l'acido tartarico e l'acido malico sono risultati i componenti acidi maggioritari 

in tutti i campioni, raggiungendo un tenore particolarmente elevato nelle miscele, che si sono 

dimostrate le più efficaci nell’estrarre questi composti. Il contenuto di acido lattico è risultato 

direttamente proporzionale alla quantità di solvente GP impiegato, l'acido malico è stato 

estratto in quantità maggiori in presenza del solvente GP, in qualunque proporzione, rispetto 

al solvente PEG200. La quantità di acido citrico è risultata molto bassa per tutti i campioni 

ed in quantità paragonabili per tutti gli estratti. È interessante notare che l'estratto P200, il 

più ricco in polifenoli, presenta una concentrazione di acidi organici significativamente 

inferiore rispetto tutti gli altri. Ciò suggerisce una marcata selettività del PEG200 verso i 

composti fenolici, a discapito di altre molecole di natura acida. Nel complesso, questi 

risultati hanno confermato i dati di pH acido riscontrati per tutti gli estratti fin qui prodotti. 

Anche questi estratti sono stati valutati in termini di potere antiossidante mediante saggio 

DPPH. Di seguito si riporta l’andamento del consumo di DPPH in funzione del tempo per 

ciascun estratto (Fig.32) e la Tab.15 riporta il potere antiossidante espresso in termini di mg 

equivalenti di acido gallico  per grammo di estratto (mgGAE/g) ai time points 10, 30 e 60 

minuti, in analogia a quanto finora studiato per gli altri estratti.  

  

Formula 

code 

Acido Lattico 

(µg/mL) 

Acido Tartarico 

(µg/mL) 

Acido citrico 

(µg/mL) 

Acido Malico 

(µg/mL) 

P200 13.1 1459.5 3.8 833.9 

P7G3 28.8 2026.8 4.1 1607.3 

P5G5 32.8 2068.5 3.7 1748.5 

P3G7 33.9 2476.3 4.4 1620.0 

GP 57.4 1864.0 3.9 1511.1 
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Figura 32. Potere antiossidante degli estratti espresso come percentuale di DPPH residuo nel tempo 

fino a un’ora. Media (n=18) ± ES (p<0.05). 

Tabella 15. quantificazione del potere antiossidante di ciascun estratto dopo 10, 30 e 60 minuti di 

incubazione, espresso in termini di mgGAE/g di estratto (n=18) ± ES, (p<0.05). 

 

  Formula code 
mgGAE/g di estratto 

 10 min 30 min 60 min 

P200 1.072 ± 0.081 1.339 ± 0.035 1.579 ± 0.028 

P7G3 1.234 ± 0.078 1.385 ± 0.065 1.479 ± 0.060 

P5G5 0.992 ± 0.086 1.195 ± 0.060 1.317 ± 0.053 

P3G7 0.867 ± 0.069 1.012 ± 0.063 1.097 ± 0.068 

GP 0.483 ± 0.031 0.652 ± 0.043 0.763 ± 0.046 

I risultati ottenuti dal saggio DPPH sono in piena concordanza con quelli derivanti dalle 

analisi HPLC-DAD, CFT e HPLC-MS, confermando che l'estratto P200, caratterizzato dal 

più elevato contenuto fenolico, esibisce la maggiore attività antiossidante. Sebbene siano 

state osservate lievi differenze tra gli estratti P200 e P7G3, l'elevata quantità di PEG200 

presente nell'estratto P7G3 sembra essere sufficiente per ottenere risultati di estrazione 

paragonabili a quelli dell'estratto P200 nelle condizioni sperimentali adottate.  

In analogia a quanto finora fatto, è stato determinato il contenuto proteico degli estratti 

ottenuti con i solventi proposti, mediante il saggio di Bradford. Il contenuto proteico totale 

(CPtT) è riportato in Tab.16. 
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Tabella 16. Saggio di Bradford: CPtT espresso come mg equivalenti di BSA per grammo di ciascun 

estratto. (n=18) ± ES (p <0.05). 

 

 

 

 

 

L'estratto P200 presenta la concentrazione proteica più elevata, mentre quella più bassa è 

stata riscontrata nell'estratto GP. Le miscele di PEG200 e GP mostrano un contenuto proteico 

intermedio e sostanzialmente sovrapponibile. 

I risultati delle caratterizzazioni qui riportati per gli estratti hanno consentito di individuare 

nell'estratto P200 quello dalle prestazioni migliori, in termini di contenuto fenolico e attività 

antiossidante. Sebbene l'estratto P7G3 presenti caratteristiche interessanti, l'utilizzo di un 

singolo solvente puro, come il PEG200, offre vantaggi in termini di riproducibilità dei 

risultati. Pertanto, l’estratto P200 è conveniente in termini di rapporto costo/beneficio, e può 

essere considerato un valido eccipiente liquido arricchito, idoneo a essere incorporato in 

formulazioni farmaceutiche e/o cosmetiche. 

La stabilità dell'estratto P200 è stata quindi monitorata mensilmente fino a 1 anno, ripetendo 

i saggi precedentemente descritti. I dati ottenuti ai time point 6 e 12 mesi sono stati 

confrontati con i dati ottenuti per l'estratto P200 fresco, e sono riassunti in Tab.17. 

Tabella 17. Studi di stabilità dell'estratto P200 (conservazione al buio, 4°C) condotti per un totale di 12 mesi: 

concentrazione (µg/mL) ± ES di AG, RSV e QRC (analisi HPLC-DAD); TPtC ( mgGAE/g di estratto), TPtC 

(mgeqBSA/g di estratto); potere antiossidante ( mgGAE/g di estratto). Medie ± ES (n=12) (p<0.05). 

 

Formula code CPtT (mg/g) 

P200 0.252 ± 0.013 

P7G3 0.198 ± 0.020 

P5G5 0.198 ± 0.016 

P3G7 0.210 ± 0.009 

GP 0.166 ± 0.016 

Analisi Parametri Pt=0 Pt=6 Pt=12 

HPLC-DAD 

AG(μg/mL) 17.14 ± 0.80 17.25 ± 1.14 18.27 ± 0.57 

RSV (μg/mL) 2.12 ± 0.06 1.72 ± 0.10 1.92 ± 0.420 

QRC (μg/mL) 60.88 ± 2.28 52.61 ± 3.88 57.30 ± 3.81 

Folin–Ciocalteu 
CFT 

(mg/g) 
3.14 ± 0.17 3.20 ± 0.10 3.18 ± 0.120 

Bradford 
CPtT 

(mg/g) 
0.25 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.23 ± 0.01 

DPPH (mgGAE-60min/g) 1.58 ± 0.03 1.79 ± 0.02 1.83 ± 0.06 
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L'analisi dei dati riportati in Tab.17 evidenzia una progressiva diminuzione delle 

concentrazioni di RSV e QRC, dopo un anno di conservazione, pari rispettivamente al 10% 

e al 6%. Parallelamente, si osserva un aumento del 6% della concentrazione di AG, 

riconducibile a possibili modificazioni strutturali del pool fenolico che determinano il 

rilascio di molecole di AG da complessi più grandi. Tuttavia, tali variazioni non hanno 

influenzato in modo significativo le caratteristiche globali dell'estratto, come evidenziato 

dalla sostanziale costanza dei valori di contenuto fenolico totale (CFT) e di contenuto 

proteico totale (CPtT). È interessante notare che il potere antiossidante dell'estratto sembra 

aumentare nel tempo, suggerendo che le modificazioni del profilo fenolico potrebbero aver 

originato nuove specie molecolari con cinetica e reattività verso il radicale DPPH differenti 

rispetto a quelle iniziali. Pertanto, l'estratto P200 può essere considerato stabile nel tempo. 

Al fine di proporre questo nuovo eccipiente arricchito di polifenoli per scopi cosmeceutici, 

è stata condotta una valutazione circa la sua sicurezza biologica. 

In conformità con le linee guida OCSE per i test delle sostanze chimiche, sono stati eseguiti 

test standard per determinare il potenziale irritante e sensibilizzante cutaneo dell'estratto 

P200. Le Linee Guida OCSE rappresentano uno standard internazionale riconosciuto per la 

valutazione della sicurezza delle sostanze chimiche, garantendo così un elevato livello di 

affidabilità dei risultati. I test di irritazione cutanea e oculare sono stati condotti in conformità 

alle linee OECD 439 e 492 utilizzando rispettivamente un modello tridimensionale di pelle 

umana artificiale (EpiDermTM) e un modello tridimensionale di epitelio corneale umano 

(EpiOcularTM). I risultati sono riportati in Fig.33.  

Figura 33. Test di irritazione cutanea (A) e oculare (B) in vitro: vitalità cellulare (%) rispetto alle 

cellule di controllo (trattate con PBS o acqua sterile) dopo trattamento con il controllo positivo (SLS 

o MA) e con l'estratto P200 (soluzione al 10% p/v in acqua sterile). Media (n=3) ± DS (p<0.05). 
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Questi test hanno evidenziato l'assenza di effetti irritanti da parte dell'estratto P200: la vitalità 

cellulare è risultata sostanzialmente invariata rispetto ai controlli negativi, mentre i controlli 

positivi hanno indotto una marcata citotossicità. 

Per valutare il potenziale sensibilizzante, è stato eseguito un test in vitro composito (OECD 

442E). In primo luogo, è stato determinato l'intervallo di concentrazione di citocompatibilità 

da utilizzare per il successivo vero test, volto a valutare il potere sensibilizzante sulla pelle 

(Fig.34a). Dopo aver determinato l'intervallo di concentrazione non tossico per le cellule, 

mediante citofluorimetria è stata valutata l'induzione di marcatori di sensibilizzazione 

cutanea CD54 e CD86, note molecole co-stimolatorie espresse durante il processo di 

sensibilizzazione cutanea a causa della risposta immunitaria derivata dalla presentazione 

degli antigeni (Yoshida et al., 2003). I livelli di soglia per CD54 e CD86 sono evidenziati 

rispettivamente in Fig.34b e Fig.34c. I dati sono confrontati con un controllo negativo 

trattato con terreno di coltura e con un controllo positivo trattato con DNCB.  

 

Figura 34. Potere sensibilizzante cutaneo in vitro sulla linea cellulare THP-1 (ATCC TIB-202): (A) 

studi preliminari di vitalità cellulare (%) rispetto alle cellule di controllo per determinare la massima 

dose di estratto P200 utilizzabile; (B) espressione di CD54 e (C) espressione di CD86 mediante 

citofluorimetria. La soglia di sensibilizzazione cutanea secondo le linee guida OECD 442E è 

evidenziata nel grafico. Media (n=9) ± DS (p<0.05). 
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Dall’osservazione dei grafici risulta evidente che l'estratto P200 non ha indotto un aumento 

significativo dell'espressione di questi marcatori, confermando l'assenza di potenziale 

sensibilizzante. Le quantità di tali marcatori rimangono infatti simili a quelle delle cellule di 

controllo non trattate, e in ogni caso al di sotto dei valori di soglia.  

In conclusione, i risultati ottenuti hanno inequivocabilmente dimostrato che l'estratto P200 

possiede un profilo di sicurezza tale da renderlo idoneo all'impiego in prodotti topici per uso 

farmaceutico e cosmetico. Le sue promettenti caratteristiche lo rendono un eccipiente 

innovativo e di elevato valore aggiunto.  

Sulla base di questi dati incoraggianti, è stata sviluppata una formulazione liquida destinata 

alla cura quotidiana della cavità orale. L'obiettivo primario è stato quello di ottenere un 

prodotto cosmeceutico di facile utilizzo e gradevole al consumatore/paziente, da integrare 

senza sforzo nella routine quotidiana.  

La formulazione del gel buccale è stata condotta per dissoluzione dei componenti riportati 

in Tab.18 nel veicolo acquoso, rappresentato dal tampone citrato a pH 5.5, e aggiunta finale 

del polimero termo-reversibile.  

Tabella 18. Composizione percentuale p/p della formulazione buccale caricata con l'estratto P200. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il tampone citrato è stato scelto in quanto veicolo acquoso dotato di un pH acido adeguato a 

garantire la stabilità degli attivi presenti nell’estratto miscelato agli altri componenti. 

Tuttavia, poiché lo svantaggio principale delle formulazioni orali liquide è il tempo di 

ritenzione estremamente basso sulla superficie mucosa, il pluronic F-127 è stato scelto come 

polimero gelificante. I pluronic sono generalmente considerati biocompatibili e non tossici, 

per cui sono ampliamente usati in campo farmaceutico e cosmetico. Il pluronic F-127, noto 

Componenti % p/p 

P200-BN 30 

Pluronic F-127 10 

PVP K30 5 

Xilitolo 3 

Alcool benzilico 0.5 

Sorbato di potassio 0.5 

Sodio metabisolfito 0.2 

Acido ascorbico 0.05 

Urea 0.05 

Sodio deidrocolato 0.05 

Tampone citrato pH 5.5 50.65 
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anche come poloxamer, è un polimero tri-blocco costituito da un segmento centrale idrofobo 

di poliossilpropilene (PPO) legato a due porzioni idrofile di polietilenglicole (PEG). Questa 

struttura conferisce proprietà interessanti al polimero, come la transizione dallo stato di sol 

fluido a gel in funzione della temperatura (Grela et al., 2019; Ricci et al., 2023). A 

temperature inferiori a quella corporea, il pluronic si trova in una fase sol, ovvero forma 

dispersioni fluide a temperatura ambiente (⁓25°C), che risultano ottimali per facilitare la 

somministrazione, per esempio, nella forma di spray orali; al raggiungimento della 

temperatura corporea, i segmenti idrofobi del polimero tendono ad aggregarsi, formando una 

rete tridimensionale che intrappola l'acqua presente nella formulazione. Questo processo di 

aggregazione porta alla formazione di un gel, conferendo alla formulazione una consistenza 

viscosa ed una maggiore adesione alle mucose.  

La formazione del gel in situ promuove l'adesione, riducendo la perdita per dilavamento o 

deglutizione, e inoltre aumenta il tempo di contatto dei polifenoli con le mucose orali, 

favorendone la distribuzione e l’accumulo sui tessuti e prolungandone l'azione locale. 

Le prestazioni di un siffatto gel, destinato a veicolare l’estratto polifenolico in esso 

incorporato, possono essere ulteriormente migliorate aggiungendo eccipienti con proprietà 

specifiche e idonee a migliorare le prestazioni della formulazione, in termini di 

caratteristiche del prodotto e del rilascio dei composti attivi contenuti. 

Una strategia utile ad aumentare il tempo di permanenza è quella di adottare eccipienti dotati 

di proprietà mucoadesive; in tale contesto è stato scelto il Polivinilpirrolidone K30 (Kollidon 

30, PVP K30). Il PVP K30 è un polimero sintetico lineare composto da unità ripetitive di N-

vinilpirrolidone. La lettera "K" indica il valore caratteristico, che è correlato al peso 

molecolare medio del polimero. È un polimero ampiamente utilizzato nell'industria 

farmaceutica e cosmetica grazie alla sua versatilità e biocompatibilità. Una delle sue 

proprietà più interessanti è la capacità di aderire alle mucose, rendendolo un eccellente 

candidato per lo sviluppo di formulazioni orali a rilascio prolungato. È altamente solubile in 

acqua e in molti solventi organici, formando soluzioni viscose anche in funzione del suo PM. 

La mucoadesività del PVP è anch'essa strettamente correlata a questo parametro: più alto è 

il PM, maggiori sono le possibilità che il polimero formi una rete più complessa e più 

aderente alla mucosa. Il PVP K30 agisce come mucoadesivo grazie a diverse interazioni, tra 

cui legami idrogeno con le mucine, che coinvolgono le catene laterali; le catene polimeriche, 

inoltre, si adsorbono sulle superfici cellulari della mucosa, aumentando l'adesione e formano 

una rete tridimensionale che intrappola le sostanze, prolungandone il contatto con la mucosa 

(Vecchi et al., 2021). La Fig.35 mostra l’aspetto di una goccia di gel dopo erogazione: la 

formulazione buccale è fluida, colorata e limpida. Il valore di pH è di 5.35±0.20. 



112 

Figura 35. Aspetto del gel fluido a seguito di erogazione su vetrino a temperatura ambiente. 

La formulazione contiene elevate quantità di estratto P200-BN (30% p/p), include xilitolo 

come dolcificante, alcuni conservanti (sia antimicrobici che antiossidanti), ed è stata 

impreziosita dall'aggiunta di urea e deidrocolato di sodio, che risultano essere utili enhancers 

di penetrazione per i polifenoli (Angellotti et al., 2021; Di Prima et al., 2021). Gli enhancers 

o promotori di penetrazione sono molecole o sistemi di veicolazione che hanno la capacità 

di aumentare la permeabilità delle membrane biologiche, facilitando così l'assorbimento di 

principi attivi come i polifenoli. I meccanismi attraverso cui agiscono i promotori di 

penetrazione sono molteplici e possono variare a seconda della loro struttura chimica e del 

tipo di membrana biologica.  

L'urea, un componente naturale del fattore naturale di idratazione cutanea (NMF), esercita 

un'azione umettante marcata, richiamando e trattenendo l'acqua negli strati superficiali 

dell'epidermide. Questa proprietà, unita alla sua capacità di richiamare acqua nello stato 

corneo, la rende un ingrediente chiave nei prodotti cosmetici destinati a migliorare 

l'idratazione dei tessuti. Inoltre, l'urea si comporta da enhancer, attraverso meccanismi quali 

incremento del grado di idratazione epidermica con conseguente aumento della permeazione 

di molecole e la modifica della fluidità di lipidi e membrane (Mueller et al., 2016). Queste 

caratteristiche, unite al potere solvente nei confronti di composti idrofobici la rendono un 

candidato ideale per l'uso come promotore di penetrazione anche a livello della mucosa 

orale. Il sodio deidrocolato è un sale sodico dell'acido deidrocolico, un acido biliare 

secondario. Sebbene non sia così comunemente utilizzato come l'urea, ha trovato 

applicazione in alcune formulazioni cosmetiche e farmaceutiche come promotore di 

assorbimento, oltre che come agente emulsionante e conservante. Come l'urea, il sodio 

deidrocolato può alterare la permeabilità di membrana e cutanea, facilitando la penetrazione 

di altre sostanze (Moghimipour et al., 2015).  

Il comportamento della formulazione in termini di gelificazione temperatura-dipendente è 

stato valutato qualitativamente in vitro ed ex-vivo. Per il saggio in vitro la formulazione, 
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mantenuta a temperatura ambiente, è stata spruzzata su due vetrini da orologio: uno 

mantenuto a temperatura ambiente e l'altro preriscaldato a 37°C in un forno. Il 

comportamento dipendente dalla temperatura è chiaramente evidenziato in Fig.36. 

 

 

Figura 36. Aspetto del gel buccale a temperatura ambiente (A) e dopo riscaldamento del vetrino a 

37°C (B). 

Inoltre, lo stesso esperimento è stato condotto ex vivo, spruzzando la formulazione buccale 

sulla superficie di un campione di mucosa di suino preriscaldata. L’immagine seguente 

(Fig.37) mostra che, dopo applicazione non si osserva gocciolamento e che la formulazione 

permane a contatto con la mucosa, anche in seguito ad applicazione di diverse aliquote di 

spray. 

 

Figura 37. Aspetto del gel buccale dopo applicazione su mucosa buccale condizionata a 37°C. 

La formulazione è stata progettata per spandersi su un’ampia superficie quando spruzzata e 

rimanere lì adesa quando entra in contatto con la mucosa; pertanto, è stato effettuato uno 

studio di estensibilità. L'estensibilità (o spreadability) di una forma di dosaggio semisolida 

è definita come l'area occupata da una data quantità di formulazione sottoposta a una 

pressione standard tra due piastre di vetro eseguita a una temperatura definita (Campaña-

Seoane et al., 2014). Lo studio mira ad indagare il comportamento allo spandimento della 

formulazione in funzione della temperatura. I risultati ottenuti sono riportati in Fig.38.  
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Figura 38. Profilo di estensibilità misurato aumentando i pesi applicati alla formulazione 

termosensibile mantenuta a (A) 25±1°C (verde) e (B) 37±1°C (viola) (p<0.01). 

I risultati evidenziano che a temperatura ambiente, una goccia della formulazione fluida si 

diffonde proporzionalmente al peso applicato fino a raggiungere un plateau in cui occupa 

una superficie fino a sessantaquattro volte quella iniziale. Al contrario, a temperatura 

corporea, la formulazione gelifica e una goccia si diffonde fino a occupare una superficie 

massima che è meno di 5 volte quella iniziale. In quest'ultimo caso, è osservabile una curva 

bimodale poiché il plateau sembra essere raggiunto aggiungendo pesi da 25 g. Tuttavia, un 

aumento significativo del peso (da 25 a 55 g) ha determinato un'estensibilità raddoppiata, 

che, sebbene sia rimasta costante anche per pesi applicati elevati (fino a 105 g), è adeguata 

agli obiettivi della formulazione oromucosale: un liquido che può essere facilmente 

spruzzato dal suo dispositivo e in grado di coprire la mucosa senza scivolare via, evitando 

così il rischio di perdita per deglutizione. Poiché l’obiettivo è quello ottenere una 

formulazione con una elevata attività scavenger, è stato di seguito valutato il potere 

antiossidante della formulazione nel suo complesso ed a confronto con la stessa priva di 

conservanti (sorbato di potassio, metabisolfito di sodio e acido ascorbico, Gel-NC), al fine 

di valutare il contributo dell’estratto arricchito nella formulazione (Tab.19). 

Tabella 19. Confronto tra i valori di mgGAE rilevati per il gel in presenza (Gel-C) e in assenza di 

conservanti (Gel-NC) a 10, 30 e 60 minuti. Media (n=4) ± ES (p<0.01). 

 

 

10 min 30 min 60 min 

mgGAE/g 

Gel-C 0.483 ± 0.003 0.541 ± 0.003 0.574 ± 0.003 

Gel-NC 0.290 ± 0.005 0.341 ± 0.002 0.373 ± 0.005 
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Come osservabile, le proprietà antiossidanti della formulazione completa sono la somma dei 

contributi dell'estratto P200 e dei conservanti e che circa il 60% del valore di mgGAE in ogni 

punto temporale considerato è attribuibile all'estratto P200. 

Infine, per valutare la capacità dei polifenoli contenuti nella formulazione di penetrare e 

accumularsi nelle mucose orali sono stati condotti test ex vivo utilizzando le celle di 

diffusione di Franz, quale modello a due compartimenti aperti. Gli esperimenti sono stati 

condotti utilizzando sia la mucosa buccale che quella sublinguale porcina quali modelli di 

membrana, poiché la formulazione proposta è generalmente destinata alla cura quotidiana 

dell'intera cavità orale, e tampone citrato pH 5.5 nel compartimento accettore per garantire 

la stabilità dei polifenoli durante gli esperimenti. Lo studio della permeazione e della 

penetrazione transmucosale dei polifenoli è stato effettuato monitorando le concentrazioni 

di AG, RSV e QRC. In particolare, è stato osservato che i tre polifenoli di riferimento non 

sono stati in grado di permeare attraverso le mucose e raggiungere il compartimento 

accettore, anche se sono caratterizzati da differenti proprietà chimico-fisiche (ad esempio, 

LogP). Inoltre, poiché i campioni sono stati sottoposti ad analisi HPLC-DAD, è stato 

possibile notare che anche dopo tre ore di applicazione del gel non erano rilevabili picchi 

nell'intervallo di lunghezza d'onda 190-640 nm. Si tratta di risultati positivi, poiché le 

formulazioni cosmetiche/cosmeceutiche non dovrebbero consentire ai principi attivi di 

raggiungere la circolazione sistemica, devono piuttosto consentire il loro assorbimento 

topico-zonale. Tuttavia, l'efficacia topica di tali formulazioni è strettamente correlata 

all'accumulo dei polifenoli nei tessuti bersaglio. Pertanto, è stata quantificata la quantità di 

AG, RSV e QRC intrappolata nei tessuti buccale e sublinguale in funzione del tempo di 

incubazione (Fig.39). 

Figura 39. Percentuale di AG, RSV e QRC intrappolati nelle mucose buccale (A) e sublinguale (B) 

dopo diversi tempi di incubazione con il gel buccale. Medie (n=6) ± ES (p<0.05). 
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Come mostrato in Fig.39, la quantità percentuale delle tre biomolecole considerate è 

maggiore nella mucosa buccale rispetto a quella sublinguale. Ciò è probabilmente dovuto 

all'idrofobicità del tessuto buccale, che porta a una migliore interazione con i polifenoli 

lipofili. Questa caratteristica dovrebbe essere meno rilevante per AG, che è idrosolubile; 

tuttavia, dovrebbe anche essere considerato che la mucosa buccale è più spessa di quella 

sublinguale (250±25 μm vs. 80±8 μm), avendo quindi un volume di accumulo maggiore con 

la stessa superficie di contatto (Angellotti et al., 2021; Di Prima et al., 2021). 

Vale la pena notare che, per tutti e tre gli attivi, sia nei test sulle mucose buccali che su quelle 

sublinguali, non è stata osservata alcuna significativa variazione nel tempo in termini di 

percentuale di polifenoli recuperati nel tessuto. 

Questi risultati suggeriscono una rapida interazione tra gli attivi e il tessuto bersaglio, con 

conseguente accumulo anche dopo brevi tempi di contatto. Inoltre, il debole aumento 

dell'accumulo nel tempo potrebbe suggerire che è stato stabilito un fenomeno di saturazione 

della membrana causato dall'impostazione sperimentale. 

Considerando che, nonostante la sua gelificazione rapida a contatto con le mucose, la 

formulazione dovrebbe probabilmente rimanere in situ per brevi periodi di tempo; per tale 

ragione i dati ottenuti dopo 15 minuti di incubazione sono stati ulteriormente elaborati ed 

espressi in termini di nanogrammi per unità di superficie (Tab.20).  

Tabella 20. Quantità (ng) di AG, RSV, QRC accumulati per cm2 nella mucosa buccale e sublinguale 

porcina dopo un tempo di contatto pari a 15 minuti. Media (n=6) ± ES (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

Sebbene possa apparire che le quantità accumulate siano modeste, è noto in letteratura che i 

polifenoli possono esercitare una potente attività biologica anche a concentrazioni molto 

basse (Ungvari et al., 2010).  

I soddisfacenti risultati ottenuti in termini di caratterizzazione del gel e la sua convalida 

mediante prove ex-vivo fanno ipotizzare che la formulazione proposta sia una promettente 

forma di veicolazione di questo estratto polifenolico a livello della mucosa della cavità orale. 

L'obiettivo di ottenere un prodotto cosmetico efficace che sfrutti il potenziale dei polifenoli 

è stato raggiunto: l'estratto P200 è stato efficacemente incorporato in una formulazione 

 Mucosa buccale Mucosa sublinguale 

 ng/cm2 

AG 163.77 ± 5.23 55.00 ± 3.60 

RSV 16.69 ± 1.02 5.72 ± 0.42 

QRC 475.88 ± 16.16 139.62 ± 10.21 
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liquida adatta a trattare l’intera cavità orale e in grado di promuovere un elevato 

assorbimento di polifenoli funzionali in mucosa anche dopo brevi tempi di contatto. 

4.3 Preparazione e caratterizzazione di estratti liquidi ricchi in polifenoli mediante 

macerazione sequenziale a partire da bentonite nera (BN), per lo sviluppo e 

caratterizzazione di due prototipi di film buccali mucoadesivi  

La bentonite nera di scarto (BN) ha dimostrato di essere una buona fonte di polifenoli 

dell'uva se sottoposta a un processo di macerazione semplice, utilizzando quale solvente non 

convenzionale il PEG200. Al fine di ottenere un arricchimento del solvente in polifenoli, 

considerando l’impossibilità di concentrarlo per evaporazione, è stato condotto uno studio 

mirato alla messa a punto di una procedura ancor più efficiente nell’ottenimento di un 

estratto arricchito, che si basa sempre sull’uso della macerazione come tecnica estrattiva 

efficiente e scalabile e del PEG200 come solvente non convenzionale. Gli studi condotti fin 

qui hanno anche messo in luce che la concentrazione di tre polifenoli standard nell'estratto 

ottenuto per singola macerazione è inferiore al loro limite di solubilità in PEG200/acqua. 

Questa evidenza, insieme alla necessità di identificare una soluzione valida per ottenere un 

eccipiente liquido ancora più ricco in pool fenolico, ha portato a questo studio, esplorando 

le potenzialità di una procedura di estrazione sequenziale scalabile per macerazione. È stato 

quindi messo a punto un nuovo metodo estrattivo, che consiste nel trattamento di sequenziale 

di aliquote fresche di BN con solvente che proviene già da un processo di estrazione di BN.  

Per fare ciò, il nuovo processo estrattivo è stato condotto sia sullo scarto BN umida o “wet” 

(bagnata di mosto) che sullo stesso previamente sottoposto ad un processo di freeze-drying 

e quindi “dry”, per valutare l’effetto dell’acqua (mosto residuo) sul potere estrattivo del 

processo. Inoltre, per valutare la bontà e la scalabilità del processo, la medesima metodica 

estrattiva è stata condotta utilizzando un sistema di agitazione “a pale” dall’alto, sistema 

questo che si adatta meglio ai grandi volumi di scarto che si potrebbero trattare 

industrialmente. Mediante la caratterizzazione degli estratti ottenuti per ogni step estrattivo, 

è stato possibile valutare l’efficacia e l’efficienza del nuovo metodo estrattivo individuando 

il numero ottimale di frazioni bentonitiche da estrarre col medesimo solvente per avere il 

miglior rapporto qualità del prodotto/economicità del processo.   

La procedura è stata pertanto condotta con PEG200 su bentonite secca (dry-magnete DM) e 

umida con due diversi metodi di miscelazione (wet-magnete WM, wet-pale WP), 

mantenendo le stesse condizioni operative precedentemente ottimizzate per la macerazione 

singola (Di Prima et al., 2024): ogni passaggio consisteva in una macerazione condotta per 

1 ora, al riparo dalla luce, a 25±0.5°C.  
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Trattando quantità elevate di sospensione matrice/solvente (200 g circa al primo step), si è 

osservato che la miscelazione condotta sotto agitazione magnetica su BN wet risultava 

inefficace nel produrre una sospensione fluida e omogenea, portando alla formazione di 

aggregati visibili e presumibilmente a una scarsa penetrazione del solvente e miscelazione 

efficace. Per tale ragione l’impatto di tale parametro è stato valutato variando anche il 

metodo di agitazione impiegato, e introducendo per le estrazioni WP un metodo di agitazione 

meccanica dall’alto mediante uso di pale agitanti di teflon, tecnica che tra l’altro è facilmente 

comparabile a quella impiegata su scala industriale.  

La procedura di estrazione sequenziale è stata eseguita fino a sette cicli di estrazione 

consecutivi. In Fig.40 si riporta uno schema riassuntivo delle condizioni utilizzate. 

 

Figura 40. Schema riepilogativo delle condizioni utilizzate. (immagine generata con Biorad®). 

 

L’estratto recuperato dopo ogni ciclo estrattivo è stato è stato di volta in volta accuratamente 

pesato, per determinare la quantità di BN fresca da trattare nel ciclo successivo, in modo tale 

da mantenere sempre i rapporti scelti per le estrazioni da BN umida (wet, 1:4 p/p) e 

crioessiccata (dry, 1:8 p/p). 

Per ciascuna metodica sono stati ottenuti estratti liquidi colorati il cui aspetto è riportato in 

Fig.41 che a titolo d’esempio raffigura gli estratti della serie WP, ottenuti per agitazione 

meccanica su BN umida. La Fig.41 mostra che l'intensità del colore aumenta gradualmente 

con i cicli di estrazione (da WP-1 a WP-7). Questo potrebbe essere un primo indicatore 

dell'efficienza del metodo nel promuovere la progressiva concentrazione di polifenoli.  
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Figura 41. Confronto tra estratti ottenuti dal primo al settimo ciclo per la procedura WP, qui 

riportato a titolo d’esempio. 

 

Il recupero percentuale, calcolato come rapporto tra la quantità di estratto liquido recuperato 

a ogni stadio e la massa iniziale di PEG 200, rappresenta un parametro fondamentale per 

valutare l'efficienza del processo estrattivo. Questo valore fornisce indicazioni quantitative 

sulle perdite di solvente che si verificano durante i vari cicli estrattivi. 

I dati riportati in Tab.21 illustrano la percentuale di recupero dell'estratto per ciascun ciclo 

estrattivo e per le diverse procedure adottate. 

Tabella 21: confronto tra le rese in recupero, calcolate come percentuale rispetto al solvente/estratto 

impiegato in ciascuno step estrattivo per le procedure DM, WM, WP. Ciascuna diversa procedura è 

stata replicata e i valori sono calcolati come medie ± ES (n=4). 

 

Step estrattivo DM WM WP 

1 76.36 ± 0.69 79.84 ± 4.15 78.94 ± 1.99 

2 57.07 ± 1.08 62.63 ± 3.08 61.44 ± 2.99 

3 41.50 ± 0.94 45.11 ± 3.47 42.63 ± 4.90 

4 29.79 ± 0.97 33.18 ± 4.16 29.43 ± 6.08 

5 18.71 ± 0.68 26.88 ± 4.20 16.59 ± 3.83 

6 9.89 ± 0.93 17.16 ± 4.66 10.43 ± 4.36 

7 3.40 ± 0.71 11.98 ± 4.14 8.20 ± 3.65 

 

Nonostante il tempo di centrifugazione sia stato ottimizzato per garantire una netta 

separazione tra fase solida e liquida, si è osservata una progressiva diminuzione della resa 

estrattiva nei cicli successivi. Questa tendenza si osserva sia con BN wet che dry. Tale 

fenomeno è attribuibile all'adsorbimento del PEG 200 di cui si imbibisce durante il processo 

estrattivo la bentonite, una matrice caratterizzata da elevate proprietà rigonfianti. 
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I dati relativi alla percentuale di recupero evidenziano una sostanziale omogeneità nelle 

prime fasi estrattive (DM-1, WM-1, WB-1), con un recupero medio dell’80% del solvente 

impiegato. Tuttavia, si osserva una discreta differenza nei cicli successivi tra le estrazioni 

condotte su BN wet o dry, specialmente all’ultimo ciclo, con rese rispettivamente pari al 

3.40%, 11.98% e 8.20% per le estrazioni DM-7, WM-7 e WP-7. I maggiori valori di recupero 

del solvente ottenuti per gli estratti prodotti a partire da BN bagnata rispetto a quelli da BN 

essiccata sono probabilmente correlati alla presenza di acqua nel campione di partenza: 

questa, miscelandosi con il PEG200, aumenta la quantità di liquido recuperabile, 

incrementando, così, apparentemente, la resa del processo. Chiaramente, nei primi step 

estrattivi, questo effetto è poco evidenziato dalla presenza ancora di un buon volume di 

solvente, mentre procedendo con gli step estrattivi e utilizzando di volta in volta nuove 

aliquote di bentonite, il contributo dell’acqua presente diventa più rilevante, facendo rilevare 

differenze significative nella percentuale di solvente recuperato dall’estrazione della BN 

bagnata, rispetto a quello recuperato dalla BN essiccata. 

Nell’ottica di mettere a punto una metodica estrattiva scalabile ed industrializzabile per la 

realizzazione di estratti arricchiti, è necessario valutare quale step estrattivo rappresenta la 

scelta migliore, cercando un buon compromesso tra qualità (in termini di contenuto di attivi) 

e costi (relativi alla quantità di solvente recuperato). È chiaro, però, che queste valutazioni, 

condotte in un contesto di ricerca di laboratorio con quantità in piccola scala e con 

apparecchiature da laboratorio non sono del tutto veritiere in quanto l’efficienza del processo 

in termini di recupero % potrebbe essere incrementata ricorrendo ad altre tecniche separative 

più prestanti, eseguibili in impianti industriali su larga scala, come ad esempio la pressatura 

ad alte pressioni, in analogia a quanto avviene per separare la bentonite del mosto/vino/succo 

d’uva al termine del processo di chiarifica. 

Al fine di valutare le carattestiche di ciascun estratto ottenuto per procedura sequenziale è 

stata determinata la densità e il pH dell’estratto ad ogni step estrattivo (Tab.22).  
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Tabella 22. Densità e pH dopo diluizione in acqua delle serie DM1-7, WM1-7 e WP1-7. Media ± ES 

(n=9) 

 Densità (g/mL) pH 

DM WM WP DM WM WP 

PEG200 1.115 ± 0.005 6.40 

1 1.117 ± 0.010 1.125 ± 0.013 1.111 ± 0.011 3.92± 0.15 4.00±0.01 3.69± 0.08 

2 1.132 ± 0.003 1.113 ± 0.011 1.134 ± 0.012 3.58± 0.14 3.50± 0.04 3.38± 0.04 

3 1.136 ± 0.015 1.136 ± 0.012 1.136 ± 0.011 3.66± 0.19 3.32± 0.00 3.35± 0.03 

4 1.149 ± 0.006 1.136 ± 0.000 1.127 ± 0.009 3.56 ± 0.11 3.28± 0.02 3.34± 0.04 

5 1.151 ± 0.006 1.131 ± 0.005 1.133 ± 0.005 3.52± 0.10 3.25± 0.04 3.36± 0.02 

6 1.163 ± 0.004 1.137 ± 0.018 1.142 ± 0.007 3.39± 0.03 3.25± 0.01 3.36 ± 0.01 

7 1.175 ± 0.007 1.136 ± 0.009 1.143 ± 0.009 3.35± 0.03 3.21± 0.01 3.37 ± 0.01 

 

Considerando che la densità del PEG200 a 20°C è pari a 1.115 ± 0.005 g/mL, si osserva, per 

tutti gli estratti, un lieve incremento della densità nativa che risulta essere step-dipendente. 

Tale incremento risulta leggermente più marcato negli estratti della serie DM probabilmente 

perché la progressiva ritenzione di acqua all’aumentare degli step estrattivi condotti 

utilizzando bentonite wet, concorre a minimizzare questo progressivo aumento di densità, 

rendendolo molto meno marcato. 

L'analisi dei valori di pH riportati in Tab.22 rivela ancora una volta un pH acido degli estratti, 

indice della presenza di composti acidi quali verosimilmente acido lattico, tartarico e citrico, 

e in parte i polifenoli. La progressiva diminuzione del pH potrebbe pertanto essere indicativa 

di un arricchimento in tali composti e in composti fenolici.  

L’analisi HPLC-DAD di aliquote di estratto prelevate da ogni ciclo estrattivo ha permesso 

di monitorare la concentrazione di AG, QRC e RSV in ogni campione. In Fig.42 sono 

riportate le concentrazioni dei tre polifenoli di riferimento suddivise per metodica estrattiva 

ovvero per DM (provenienti dalla bentonite dry), WM e WP (provenienti dalla BN wet). 
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Figura 42. Concentrazione (μg/mL) ±ES (n=12) di AG (arancione), RSV (verde) e QRC (viola) 

negli estratti ottenuti da estrazione DM1-7 (a), WM1-7  (b), e WP1-7 (c) determinate mediante 

analisi HPLC-DAD. 

L'analisi evidenzia una concentrazione di AG e QRC significativamente superiore rispetto a 

RSV in tutti gli estratti DM, WM e WP. L'analisi dei dati mostra una buona riproducibilità 

del processo di estrazione e una ragionevole omogeneità degli estratti.  

Il confronto tra i campioni delle serie WM e WP rivela un trend simile per RSV e QRC, con 

concentrazioni significativamente più elevate nella serie WP. Tale risultato è attribuibile alla 

maggiore efficienza di agitazione delle pale, che favorisce una più profonda penetrazione 

del solvente nella matrice bentonitica, ottimizzando il processo estrattivo. I dati ottenuti sono 

stati anche raggruppati per singolo polifenolo, confrontando così in ciascun grafico le tre 

metodiche estrattive, diagrammando la concentrazione del polifenolo in funzione dello step 

estrattivo (Fig.43). Ciò consente di paragonare le metodiche in termini di efficienza estrattiva 

per singolo polifenolo. 
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Figura 43. Concentrazione (µg/mL) di AG (a), RSV (b) e QRC (c) nelle serie DM1-7, WM1-7 e 

WP1-7. I tre metodi di estrazione sono raggruppati in modo da consentire il confronto del 

comportamento per singolo polifenolo. 

 

L'analisi dei dati evidenzia un incremento progressivo della concentrazione dei polifenoli 

negli estratti DM, sottolineando l'efficacia del PEG200 nell'estrazione di composti con 

diversa polarità da una matrice priva di acqua (BN dry). Le serie WM e WP mostrano un 

andamento più complesso, influenzato dalla presenza della quota d’acqua residua nella BN. 

La miscibilità del PEG200 con l'acqua suggerisce un progressivo arricchimento del solvente 

in acqua nel corso delle estrazioni successive, con conseguente variazione della sua capacità 

di solubilizzare i polifenoli. Per una comprensione più approfondita di tale fenomeno, è 

importante valutare la solubilità dei polifenoli in acqua. AG è caratterizzato da un'elevata 

solubilità sia in PEG200 sia in acqua, qualunque sia la composizione della miscela (Park & 

Lee, 2024), pertanto questa non ne limita la ripartizione nel solvente estrattivo. Infatti, si 

nota (Fig.43a) come le concentrazioni siano sempre elevate e crescenti aumentando lo step 

estrattivo, raggiungendo al 7° step concentrazioni pari a 120.31±11.99 μg/mL, 107.04±9.30 

μg/mL e 116.53±1.72 μg/mL rispettivamente per DM, WM de WP. 

Al contrario, RSV e QRC, presentando profili di solubilità in acqua differenti, mostrano una 

sensibilità maggiore alla presenza di acqua nel solvente estrattivo. 
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Il RSV è una molecola prevalentemente lipofila (LogP=3.1) caratterizzata da una limitata 

solubilità in ambiente acquoso (0.05 mg/mL) (K. Robinson et al., 2015), che tuttavia viene 

aumentata dal potere cosolvente del PEG. È noto, infatti, dalla letteratura che la solubilità 

del RSV in solo PEG 400 è di 373.8 mg/mL (K. Robinson et al., 2015). Pertanto, l’aumento 

progressivo del RSV negli estratti appartenenti a step via via successivi ottenuti da BN dry 

è giustificato dal potere solubilizzante ed estraente del solvente, a cui il RSV è grandemente 

affine. Di contro, quando la matrice estrattiva è la BN wet, considerando la miscibilità tra 

PEG200 ed acqua, è verosimile ipotizzare un progressivo arricchimento in acqua del 

solvente estrattivo con conseguente riduzione della solubilità del RSV nello stesso (Fig.43b). 

Non stupisce, quindi, il plateau dovuto probabilmente al raggiungimento della massima 

solubilità del RSV nella miscela PEG200/acqua formatisi. Tale fenomeno è ancor più 

evidente nell’estratto WP, nel quale si può osservare una flessione del plateau, indice che al 

7° step il RSV diminuisce, possibilmente perché precipita. Pertanto, al 7° step le 

concentrazioni di RSV sono pari a 11.20±0.80 μg/mL, 6.72±1.18 μg/mL e 9.51±0.40 μg/mL 

rispettivamente in DM, WM e WP.  

Un comportamento analogo, sebbene ancora più marcato, può essere osservato per la QRC 

(Fig.43c). La QRC ha una solubilità in ambiente acquoso relativamente bassa (Kaur & Kaur, 

2014), per cui il profilo quantitativo osservato step-by-step mostra un andamento dipendente 

dalla quota di acqua presente nel solvente di estrazione. Infatti, nell’estratto DM, ove la 

matrice estrattiva è stata previamente privata dell’acqua, si assiste ad un progressivo 

incremento della concentrazione di QRC negli estratti, raggiungendo un valore pari a 

299.05±22.97 μg/mL al 7° step. Negli estratti WM e WP si osserva un arresto 

nell’arricchimento dell’estratto in QRC al terzo step che sfocia in plateau al quarto step, 

quando il solvente di estrazione si è arricchito anche in acqua. Dal quinto step in poi la quota 

d’acqua miscelata al PEG determina in maniera step-dipendente una progressiva riduzione 

della concentrazione di QRC, sintomo di una diminuzione della sua solubilità nel solvente 

che, oramai ricco in acqua, ne determina probabilmente la precipitazione. In definitiva, in 

WM e WP la QRC raggiunge la sua concentrazione massima al terzo step, con valori di 

98.92±17.10 μg/mL e 173.45±11.68 μg/mL rispettivamente. 

La messa a punto di un processo estrattivo sequenziale efficiente e sostenibile richiede un 

approccio integrato che tenga conto di molteplici fattori, quali la resa estrattiva, la selettività, 

ma anche i costi. D’altro canto, esso deve consentire la produzione di un estratto di alta 

qualità con un pool ricco e variegato di polifenoli. L'analisi dei dati ottenuti ha permesso di 

identificare i punti di forza e di debolezza dell’estrazione sequenziale presentata. I risultati 

più promettenti sembrano conseguiti con l’estratto WP-3 che presenta concentrazione di AG 
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paragonabile o di poco superiore al corrispondente DM-3 ma risulta maggiormente ricco in 

RSV (WP-3 ≈ DM-5) e QRC (WP-3 > DM-4), offrendo comunque un recupero di estratto 

superiore al 40%. 

Inoltre, sebbene il metodo DM abbia dimostrato un'efficacia leggermente superiore 

nell'estrazione di QRC e RSV nelle prime fasi, la necessità di ricorrere alla liofilizzazione 

ne limita l'applicazione su scala industriale, compromettendone la sostenibilità economica.  

L'analisi quantitativa dei tre polifenoli standard non è comunque sufficiente per valutare in 

modo completo la qualità degli estratti ottenuti. È pertanto necessario integrare l'analisi 

HPLC-DAD con altre tecniche analitiche, al fine di caratterizzare in modo completo il 

profilo fenolico degli estratti e valutarne il potenziale antiossidante. 

È stato quindi determinato il contenuto fenolico totale (CFT) degli estratti ottenuti step-by-

step (Fig.44).  

Figura 44. Contenuto fenolico totale (CFT) in ciascun step estrattivo di DM1-7, WM1-7 e WP1-7 

espresso in mgGAE/g di estratto.  Media ± ES (n=8) 

 

Mettendo a confronto gli estratti delle serie DM1-7, WM1-7 e WP1-7, l’analisi restituisce 

un’importante evidenza riguardo al pool di sostanze estratte. Infatti, come è possibile 

osservare in Fig.44, si assiste a un progressivo aumento del CFT per tutti gli estratti, con i 

valori più elevati per la serie WP. Considerando il 7° step di estrazione, il CFT dell’estratto 

DM e del WM è pressocché paragonabile, con valori di 14.96±1.21 mg/g e 13.56±3.91 

mgGAE/g, rispettivamente. Diversamente, per l’estratto WP si ottengono valori di CFT 

superiori in tutti gli step estrattivi rispetto agli estratti DM e WM, pari a 18.52±0.61 mgGAE/g 

per il 7° step. Sorprendentemente, la presenza di una maggiore quantità di acqua non ha 

influenzato negativamente il potere antiossidante degli estratti, suggerendo che la varietà di 
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composti fenolici estratti compensa l'effetto di un diminuito tenore di QRC e RSV dovuto al 

limite della loro solubilità  nella quota d’acqua presente. 

L'analisi della deviazione standard ha evidenziato una buona riproducibilità dei metodi 

estrattivi, con l'eccezione della serie WM, che ha mostrato una maggiore variabilità, 

probabilmente dovuta a una meno efficiente agitazione e miscelazione della bentonite data 

dal magnete. 

I risultati del test DPPH hanno confermato la complessità del profilo cinetico degli estratti, 

caratterizzato da una rapida diminuzione iniziale della concentrazione del radicale, seguita 

da una fase di rallentamento. Questo fenomeno è osservabile in Fig.45, dove, a titolo di 

esempio, è stata riportata la percentuale di radicale DPPH residuo in funzione del tempo per 

l’analisi dell’estratto WP ottenuto al 2° step, valutato ad una concentrazione pari a 20 

mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Percentuale di DPPH· residuo in funzione del tempo dell’estratto WP-2 (20 μg/mL). 

Media ± ES (n=8). 

Il  potere antiossidante è stato quindi valutato e comparato in termini di mgGAE/g di estratto 

a 10, 30 e 60 minuti (Tab.23a, 23b e 23c).  
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Tabella 23. Potere antiossidante di ogni singolo step estrattivo degli estratti DM (a), WM (b) e WP 

(c) espressi come mgGAE/g di estratto. Media ± ES (n=8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per tutti gli estratti delle serie DM, WM e WP, i dati riportati in tabella mostrano un 

significativo incremento dei mgGAE per tutti gli step estrattivi. In particolare, gli estratti della 

serie WP hanno evidenziato il più elevato potere antiossidante (1 g di estratto WP-7 aveva 

un potere antiossidante pari a 8.929 mgGAE), con valori pari a circa il doppio, per ciascuno 

                DM (a) 

 
10 min 30 min 60 min 

Retta AG y=−1153.55x+90.65 y=−1293.95x+91.38  y=−1338.35x+90.65  

Step mgGAE/g estratto  mgGAE/g estratto  mgGAE/g estratto  

1  0.130 ± 0.053  0.253 ± 0.051  0.309 ± 0.052  

2  0.736 ± 0.048  0.906 ± 0.051  0.988 ± 0.055  

3  1.292 ± 0.130  1.610 ± 0.080  1.787 ± 0.058  

4  1.675 ± 0.121  2.201 ± 0.112  2.505 ± 0.092  

5  3.174 ± 0.271  3.876 ± 0.161  4.256 ± 0.113  

6  3.813 ± 0.322  4.771 ± 0.227  5.270 ± 0.181  

7  5.677 ± 0.509  6.765 ± 0.338  7.368 ± 0.276  

  WM (b) 

 

 

 
10 min 30 min 60 min 

Retta AG y=−1153.55x+90.65 y=−1293.95x+91.38 y=−1338.35x+90.65 

Step mgGAE/g estratto mgGAE/g estratto mgGAE/g estratto 

1 0.333 ± 0.046 0.567 ± 0.050 0.666 ± 0.053 

2 0.679 ± 0.033 1.032 ± 0.044 1.249 ± 0.055 

3 0.984 ± 0.080 1.454 ± 0.084 1.768 ± 0.089 

4 1.217 ± 0.073 1.754 ± 0.103 2.107 ± 0.118 

5 1.443 ± 0.097 2.013 ± 0.122 2.380 ± 0.126 

6 1.544 ± 0.108 2.114 ± 0.134 2.462 ± 0.138 

7 1.656 ± 0.082 2.239 ± 0.104 2.592 ± 0.104 

                WP (c) 

 
10 min 30 min 60 min 

Retta AG y=−1153.55x+90.65 y=−1293.95x+91.38  y=−1338.35x+90.65  

Step mgGAE/g estratto  mgGAE/g estratto  mgGAE/g estratto  

1  1.127 ± 0.209  1.318 ± 0.163  1.447 ± 0.149  

2  1.886 ± 0.085  2.319 ± 0.075  2.547 ± 0.078  

3  3.168 ± 0.564  3.625 ± 0.582  3.894 ± 0.610  

4  3.719 ± 0.124  4.641 ± 0.083  5.128 ± 0.086  

5  5.838 ± 0.373  6.391 ± 0.367  6.815 ± 0.377  

6  7.052 ± 0.523  7.873 ± 0.478  8.379 ± 0.488  

7  7.305 ± 0.651  8.353 ± 0.558  8.929 ± 0.521  
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step estrattivo, rispetto a quelli della serie DM. Al contrario, gli estratti WM1-7 hanno 

mostrato il più basso valore in termini di mgGAE e quindi il più scarso potere antiossidante.  

I dati ottenuti permettono di affermare che l’estratto WP contiene un pool di polifenoli più 

variegato e, complessivamente, è l’estratto con maggiore attività antiossidante. Pertanto, la 

BN umida è il materiale di scarto migliore per ricavare sostanze attive polifenoliche ed il 

sistema di agitazione “con pale”, sicuramente più vicino ad un processo industriale 

utilizzabile per grandi quantità, efficientando considerevolmente la qualità degli estratti 

ottenuti. Infine, è stato determinato il contenuto proteico totale (CPtT), espresso in 

equivalenti di BSA, al fine di quantificare la quantità di proteine estratte per ciascun step dei 

processi estrattivi DM, WM e WP (Fig.46).  

 

Figura 46. Valutazione del CPtT (mgeqBSA/g) negli estratti di ciascuno step di DM, WM e WP. 

Media ± ES (n=8). 

L'analisi dei dati riportati ha evidenziato una bassa concentrazione di proteine totali negli 

estratti, suggerendo un'elevata selettività del solvente PEG200 nei confronti dei composti 

polifenolici. Il valore di CPtT ha mostrato un graduale incremento per tutti gli estratti DM, 

WM e WP. Come previsto, i campioni ottenuti dalla bentonite dry hanno mostrato i valori 

più bassi di CPtT, presumibilmente a causa della limitata solubilità delle proteine in PEG200 

in assenza di acqua. Al contrario, gli estratti WP hanno evidenziato i valori più elevati. In 

ogni caso, le esigue quantità rinvenute non rappresentano un ostacolo al loro utilizzo quale 

eccipiente farmaceutico/cosmetico. 

L'estratto WP-3 è quindi emerso come il miglior compromesso in termini di recupero di 

solvente, contenuto fenolico e proteico e potere antiossidante. Pertanto, è stato effettuato uno 

studio di stabilità su questo campione alle condizioni di conservazione scelte (al riparo dalla 
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luce e alla temperatura di 4°C), dopo sei mesi dalla sua preparazione, sottoponendolo 

nuovamente a tutte le analisi precedentemente discusse. 

Le analisi (Fig.47) hanno rivelato che l'estratto di WP-3 ha subito con una riduzione in CFT 

(azzurro) di circa il 10% dopo 6 mesi di conservazione (9.881 ± 0.309 mgGAE/g al tempo 0 

e 9.045 ± 0.271 dopo 6 mesi). Tale dato è correlato probabilmente al corrispondente leggero 

calo della concentrazione di AG osservata mediante HPLC-DAD. In particolare, la 

concentrazione di AG si è ridotta del 12%, mentre le concentrazioni di RSV e QRC sono 

rimaste pressoché invariate. Il contenuto proteico totale (arancione) è rimasto invariato in 

questo periodo.  

 

Figura 47. Confronto tra CFT (azzurro, mgGAE/g) e TPtC (arancione, mgeqBSA/g) (sx) e la 

concentrazione (μg/mL) di tre polifenoli standard (dx) al tempo zero e dopo sei mesi di 

conservazione dell’estratto WP-3. 

Anche l’analisi del potere antiossidante nell’estratto WP-3 è stata ripetuta dopo 6 mesi di 

conservazione (Fig.48). 

Figura 48. Confronto tra la riduzione della % di radicale DPPH residuo al t=0 e al t=6 mesi 

dell’estratto WP-3. 
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In questo caso si può notare che l’estratto ha mantenuto il suo elevato potere antiossidante 

inalterato, con valori comparabili di 4.409±0.115 e 4.226±0.080 mgGAE/g (a 60 minuti) 

rispettivamente al tempo zero e dopo sei mesi di conservazione. 

Ciò potrebbe essere dovuto ad una possibile scissione di dimeri, trimeri o glucosidi di 

polifenoli che, liberando i corrispondenti polifenoli monomerici o agliconi, contribuiscono 

al mantenimento del potere antiossidante. 

Pertanto, l’estratto WP-3 dopo 6 mesi dalla sua preparazione può ritenersi valido per 

l’utilizzo come eccipiente funzionale per applicazioni cosmetiche e farmaceutiche. 

Una volta individuato l'estratto WP-3 come promettente eccipiente arricchito in polifenoli, 

questo è stato direttamente impiegato per la realizzazione di film buccali quali innovativi 

sistemi terapeutici solidi, in grado di permanere per un tempo prolungato a contatto con la 

mucosa e promuovere l’interazione tra i polifenoli ed il tessuto bersaglio. L’uso di un simile 

buccal delivery system potrebbe, inoltre, agire da wound dressing, proteggendo l’area lesa 

senza, però, causare discomfort al paziente. 

Tra le tecniche più utilizzate per la produzione di film polimerici vi è la metodica del solvent 

casting, condotta generalmente ponendo soluzioni polimeriche in stufa al fine di consentire, 

grazie al trattamento termico, l’allontanamento del solvente. 

Si tratta di una tecnica semplice, veloce, economica e facilmente scalabile (Shipp et al., 

2022). Tuttavia, considerando la ben nota instabilità dei polifenoli alle alte temperature (Volf 

et al., 2014) sono state prese in considerazione temperature massime di 30±1°C e l’effettiva 

fattibilità di tale metodica di essiccamento è stata previamente valutata conducendo studi di 

stabilità dell’estratto WP-3 in stufa. A tal fine quantità accuratamente pesate di estratto sono 

state poste in stampi di polistirene e mantenute in stufa a 30±1°C e 60% di umidità relativa 

per 48 ore. In Tab.24 sono riportate le caratterizzazioni condotte sull’estratto WP-3, 

impiegando tutte le tecniche analitiche già descritte per la valutazione degli estratti, prima e 

dopo il trattamento termico, tenendo conto anche dell’evaporazione della quota di acqua 

facente parte dell’estratto e corrispondente ad una perdita in peso pari al 21.04±0.11% (n=3). 
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Tabella 24. Caratterizzazione dell'estratto WP-3 prima e dopo il trattamento termico in stufa a 

30±1°C e 60% di umidità relativa per 48 ore. Media (n=6) ± ES 

 

Densità 

 

(g/mL) 

WP-3 WP-3stufa 

1.136 ± 0.01 1.152 ± 0.01 

Test del DPPH mgGAE/g 4.86 ± 0.12 4.92 ± 0.08 

Saggio di Folin-Ciocalteu CFT (mgGAE/g) 1.05 ± 0.01 1.09 ± 0.02 

 

HPLC-DAD 

RSV (µg/mL) 7.74 ± 0.09 7.74 ± 0.20 

QRC (µg/mL) 195.46 ± 0.18 195.83 ± 3.83 

AG (µg/mL) 66.37 ± 1.13 57.79 ± 4.92 

 

I risultati ottenuti mostrano la stabilità dell’estratto alle condizioni di essiccamento 

selezionate. 

Considerando i risultati promettenti ottenuti in fase di valutazione preliminare, sono stati 

formulati due film mucoadesivi costituiti da una matrice polimerica idrofila in grado di 

caricare un elevata quantità di estratto WP-3 conferendo, allo stesso tempo, alla 

formulazione finale le proprietà meccaniche desiderate. 

A seguito di una fase pre-formulativa di screening sono emerse le due formulazioni 

definitive, come riportato al paragrafo 3.2.6.9 (sezione 3. Materiali e metodi). 

I parametri presi in considerazione in fase pre-formulativa sono stati:  

 La tipologia di polimero/miscela di polimeri da impiegare. 

 La presenza di eventuali agenti reticolanti (tipologia e quantità). 

 La concentrazione delle dispersioni polimeriche e i rapporti tra polimero/i ed estratto 

WP-3. 

 Le condizioni operative della procedura di solvent casting (es. temperatura, umidità 

relativa, tempo di asciugatura, presenza di agenti adsorbenti quali silice o cloruro di 

calcio, materiale degli stampi). 

Il principale polimero emerso dallo screening iniziale, in quanto compatibile con l’estratto, 

adatto alla via di somministrazione proposta, nonché modulabile per garantire la sussistenza 

di tutte le caratteristiche necessarie per la realizzazione di un buon film buccale, è la pectina 

ottenuta da bucce di agrumi (citrus pectin, P). 
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La pectina (Fig.50) è un eteropolisaccaride estratto da differenti fonti vegetali, e spesso 

recuperato anche da scarti del settore agroalimentare, come nel caso della citrus pectin (Di 

Prima et al., 2022). 

Figura 50. Struttura molecolare dello scheletro della pectina. 

 

Le sue caratteristiche, quali biocompatibilità, biodegradabilità e capacità di gelificare, la 

rendono un eccipiente ideale per applicazioni orali. 

La struttura chimica della pectina (Fig.50), ricca di gruppi carbonilici e ossidrilici, conferisce 

alla molecola proprietà gelificanti e mucoadesive (Szekalska et al., 2023). Inoltre, per 

migliorare la stabilità e le proprietà meccaniche dei film, sono stati valutati due ulteriori 

fattori: l'impiego di agenti reticolanti e l’aggiunta di altri polimeri biocompatibili 

notoriamente mucoadesivi. In particolare, quali agenti reticolari sono stati presi in 

considerazione il cloruro di calcio (CaCl2) ed il calcio lattato pentaidrato. 

L’inserimento di un agente reticolante, nella figura degli ioni calcio (Ca2+), noti per favorire 

la formazione di legami crociati tra le catene di pectina (Szekalska et al., 2023), conferisce 

stabilità al film polimerico risultante, strutturandolo e garantendo al contempo una migliore 

miscelazione ed omogeneità di caricamento dell’estratto WP-3. 

Sebbene gli ioni Ca2+ siano i principali attori del processo di reticolazione, la scelta del sale 

da utilizzare si è rivelata di cruciale importanza. Infatti, nella fattispecie, l’impiego di calcio 

lattato pentaidrato ha consentito l’ottenimento di film polimerici di qualità superiore a quelli 

ottenuti utilizzando calcio cloruro, in termini soprattutto di omogeneità, morbidezza e 

flessibilità. Questi risultati sono presumibilmente da ascrivere all’igroscopicità dello ione 

lattato che, trattenendo e complessando molecole d’acqua mediante un meccanismo di 

coordinazione all’interno delle maglie del gel di pectina, ne garantisce le desiderate 

caratteristiche meccaniche. Infine, anche la scelta della quantità di agente reticolare da 

impiegare è un parametro da valutare accuratamente: una quantità troppo ridotta di ioni Ca2+ 

determina, infatti, l’ottenimento di film disomogenei e rapidamente suscettibili a 

dissoluzione una volta a contatto con solventi acquosi, per contro, l’aggiunta di un eccesso 

di agente reticolante causa l’ottenimento di film molto omogenei ma estremamente fragili. 

A seguito di numerose prove l’optimum è stato pertanto raggiunto aggiungendo una quantità 

in peso di ioni Ca2+ pari allo 0.45% (p/p) della quantità di pectina di agrumi da reticolare.  
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Infine, è stata presa in considerazione la possibilità di produzione di film polimerici ibridi, 

ove la pectina è miscelata ad un altro polimero biocompatibile e mucoadesivo. 

A causa del pH acido delle soluzioni acquose di pectina (pH di dispersioni al 3% p/p ≈ 4) 

questa non è risultata miscelabile con l’Eudragit E100, solubile a pH>5.5, comunque 

incompatibile con i polifenoli contenuti all’interno dell’estratto WP-3, che andrebbero 

incontro a degradazione. Inoltre, poiché la pectina gelifica in alcoli (es. etanolo, metanolo) 

questa non è risultata miscelabile con gli Eudragit RL100 ed RS100, insolubili in acqua e 

desiderabili in quanto potenzialmente in grado di rallentare la velocità di dissoluzione dei 

film. Buoni risultati sono stati invece ottenuti utilizzando come ulteriore polimero 

mucoadesivo e idrofilo l’acido ialuronico (HA). 

Si tratta di un glicosamminoglicano (Fig.51) ubiquitario nei tessuti connettivi, di grande 

interesse attualmente in campo medico, cosmetico e farmaceutico. 

Figura 51. Struttura chimica delle unità di base dell’acido ialuronico. 

 

Grazie alla sua struttura chimica l'HA possiede un'elevata affinità per l'acqua e per le mucine. 

Oltretutto, HA esercita una nota azione lenitiva e protettiva sulla mucosa, promuovendone 

la riparazione (Palaia et al., 2019). L’uso di pectina di agrumi e HA, inoltre, garantisce il 

proseguimento di un progetto di ricerca green ed eco-friendly. 

Scelti i polimeri da impiegare è altrettanto importante valutare la concentrazione delle 

dispersioni degli stessi da miscelare. 

Tale scelta deve tenere conto di due rilevanti fattori: 

 Le dispersioni non devono risultare troppo viscose in quanto, in questo caso, sarebbero 

inficiate le operazioni di miscelazione e colatura nello stampo, 

 Le dispersioni non devono essere troppo diluite, in quanto un eccessivo aumento del 

volume di solvente da allontanare prolungherebbe da un lato i tempi di preparazione, e 

dall’altro limiterebbe la quantità di formulazione da colare, a causa dei limiti di portata 

di determinati stampi. 

Alla luce di queste considerazioni, a seguito di numerose prove condotte a partire da 

dispersioni di pectina e HA aventi rispettivamente concentrazione pari al 6% ed al 1.5% 
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(p/p), le concentrazioni ottimali (massime concentrazioni utili per mantenere buone 

caratteristiche di fluidità) sono risultate rispettivamente pari al 3% e all’1% (p/p).  

Le prove formulative condotte hanno, quindi, portato all’ottimizzazione di due diverse 

formulazioni, ottenute mediante la tecnica del solvent casting.  

Tale tecnica consiste nella preparazione di una soluzione contenente tutti i componenti nelle 

dovute proporzioni, da colare in stampi inerti per essere, poi, sottoposta ad essiccamento 

mediante svariate tecniche: es. in condizioni di vuoto in presenza di agenti essiccanti quali 

il cloruro di calcio, in camera chiusa a pressione atmosferica in presenza di agenti essiccanti, 

mediante trattamento termico. 

In una costante ottica green è importante anche la scelta del solvente che, in questo caso, è 

acqua distillata. 

La tecnica del solvent casting, come già descritto, prevede l'impiego di stampi inerti 

all’interno dei quali colare la soluzione polimerica. Tali supporti devono consentire lo 

stendimento uniforme della soluzione iniziale senza risultare, però, troppo adesivi nei 

confronti delle formulazioni finali, in modo che sia agevole il distacco delle stesse a seguito 

della completa evaporazione del solvente. Tra i materiali più comunemente impiegati per la 

realizzazione degli stampi, il silicone si distingue per le sue proprietà inerti. Tuttavia, 

impiegando stampi in silicone sono stati ottenuti film polimerici con imperfezioni quali bolle 

d'aria e spessore disomogeneo. Tali inconvenienti risultano, invece, eliminati impiegando 

stampi in polistirene, grazie ai quali è stato possibile ottenere, almeno dal punto di vista 

visivo, dei film omogenei, anche al variare della dimensione dello stampo.  

Una volta definiti tutti i parametri formulativi sono stati prodotti due diversi tipi di film 

buccali (Fig.52): 

 Nei film della serie P l’unico componente polimerico è la pectina di agrumi, 

 nei film della serie P/HA i componenti polimerici sono sia la pectina di agrumi che il 

sodio ialuronato. 

Figura 52. Film buccali della serie P (A) e della serie P/HA (B) di dimensione pari a 21.23 cm2. 
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In Fig.52 è possibile vedere che entrambi i film presentano la medesima colorazione 

(ascrivibile alla presenza di una ingente quantità di estratto WP-3); tuttavia, mentre i film 

della serie P risultano trasparenti, la presenza di HA determina l’opacizzazione della 

formulazione finale. Tale opacità, correlata all’elevato PM dell’HA, è riscontrabile, infatti, 

già a partire dalla dispersione iniziale di HA (1% p/p in acqua ultrapura) e permane in tutte 

le fasi di preparazione. 

La prima valutazione è consistita nella misurazione del peso del film buccale ottenuto. 

Considerando che a seguito del trattamento termico del solo estratto WP-3 si assiste ad una 

riduzione del peso dello stesso >20%, il peso finale atteso per le formulazioni non è 

necessariamente quello della somma dei singoli componenti (Tab.25). 

Come è possibile osservare dai risultati riportati, effettivamente il peso reale dei film ottenuti 

è inferire alla somma del peso dei singoli componenti utilizzati. Tuttavia, vi è una certa 

quantità di acqua residua. Rapportando il peso reale dei film al peso teorico calcolato 

prendendo in considerazione la massima perdita di acqua da parte dell’estratto WP-3, si 

osserva un contenuto in acqua residua pari al 4.8% per i film della serie P e al 12.2% per i 

film della serie P/HA. 

La maggiore ritenzione di acqua da parte dei film contenti anche HA è probabilmente 

correlata alla sua elevata igroscopicità. 

Tabella 25. Peso dei film buccali della serie P e P/HA (media ± ES, n=3) da 21.23 cm2 e confronto 

con  la somma del peso di tutti i componenti (senza considerate eventuali perdite di acqua dell’estratto 

WP-3). 

 P P/HA 

Peso somma dei componenti (g) 1.17 0.95 

Peso teorico* (g) 0.99 0.79 

Peso reale film (g) 1.04 ± 0.01 0.90 ± 0.01 
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Tra le caratteristiche che rendono i film buccali forme farmaceutiche solide preferibili 

rispetto, ad esempio, alle compresse buccali, va certamente annoverata la loro morbidezza e 

deformabilità. Una formulazione dotata di buone proprietà meccaniche, infatti, è in grado, 

dopo aver aderito alla superficie di somministrazione, di adattarsi a tutti i suoi movimenti, 

risultando confortevole per il paziente. 

Questa caratteristica risulta di particolare importanza nel design di formulazioni buccali, in 

quanto consente di non inficiare le normali funzioni come la fonazione. 

Un modo semplice per valutare la flessibilità e deformabilità di una formulazione è il test di 

folding endurance. Sia i film della serie P che quelli della serie P/HA sono risultati 

estremamente flessibili (Fig.53), rimanendo integri anche dopo essere stati sottoposti a più 

di 300 pieghe. 

 

Figura 53. Valutazione visiva della flessibilità dei film della serie P (in alto) e della serie P/HA (in 

basso). 

I film buccali siffatti possono risultare una formulazione estremamente versatile e 

personalizzabile: ritagliando, infatti, porzioni di film di dimensione varia è possibile apporre 

sul sito di applicazione differenti quantità di estratto e, quindi, dei polifenoli in esso 

contenuti. Tale versatilità è, però, subordinata all’ottenimento di film omogenei. Sono state, 

pertanto, condotte valutazioni di uniformità in peso, spessore e contenuto, porzionando, con 

l’ausilio di un cutter, i film al fine di ottenere dischetti di area 0,38 cm2. Come è possibile 

osservare da quanto riportato in Tab.26, i film sono omogenei in termini di peso e spessore, 

come evincibile dai bassi valori di ES ottenuti. 

Inoltre, a fronte del peso leggermente differente dei film dopo essiccamento, la differenza di 

peso tra un dischetto di area 0.38 cm2 di un film della serie P o della serie P/HA, non è 

statisticamente significativa. Gli spessori dei due film sono, inoltre, paragonabili: questo è 

probabilmente correlato alla maggiore quantità di acqua residua nei film contenenti HA che 
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compensa eventuali variazioni di spessore dovute alla minore quantità di materiale colato 

per stampo. 

Tabella 26. Valutazione dell’uniformità dei film della serie P e P/HA da 21.23 cm2 in termini di peso 

(n=12) e spessore (n=15). Media ± ES. 

 

 P P/HA 

Peso disco 0.38 cm2 (mg) 14.56 ± 0.23 13.63 ± 0.35 

Spessore (mm) 0.39 ± 0.01 0.39 ± 0.01 

 

Infine, per la determinazione dell’uniformità di contenuto, e considerando che l’attivo 

caricato nei suddetti film non è una singola molecola ma un pool di molecole, si è ricorso a 

due differenti saggi: mediante il saggio di Folin-Ciocalteu è stato possibile valutare il 

contenuto fenolico totale per unità di peso e/o di superficie, mediante il test del DPPH è stato 

possibile determinare il potere antiossidante di specifiche porzioni di film. 

I primi test condotti hanno rimandato, però, risultati poco incoraggianti, apparentemente 

indice di una bassa LE% (≈ 60%). Considerando, però, la stabilità dell’estratto WP-3 al 

trattamento termico sono stati condotti ulteriori test, volti a verificare l’eventuale sussistenza 

di interferenze analitiche dovute alla presenza degli altri componenti di ciascun film. Nello 

specifico le analisi sono state condotte anche sulle soluzioni cariche di estratto, prima del 

solvent casting. Tali prove hanno rivelato notevoli interferenze correlate alla presenza dei 

polimeri, con conseguente netta riduzione del segnale relativo alle reazioni colorimetriche 

tra polifenoli e reagenti (es. potere antiossidante espresso in mgGAE; estratto = 0.043 ± 0.001 

vs. soluzione da colare = 0.027 ± 0.001). 

Questo è probabilmente correlato alla creazione di soluzioni viscose che alterano il 

movimento in soluzione dei polifenoli e che, al contempo, possono dar luogo a fenomeni di 

scattering. Tali interferenze appaiono evidenti immediatamente e non subiscono modifiche 

in funzione del tempo di analisi delle soluzioni. Alla luce di queste considerazioni sono state 

fatte prove di estrazione dei polifenoli dai film con solventi organici (es. alcoli, acetonitrile) 

ma le procedure estrattive sono sempre risultate parziali, in quanto il precipitato residuo 

appariva sempre fortemente colorato a causa della ritenzione di composti polifenolici. 

Pertanto, i valori ottenuti per le analisi condotte sulle soluzioni pre-solvent casting sono stati 

considerati come valori teorici di riferimento, già normalizzati alle interferenze esistenti ed 

impiegati per la reale valutazione della LE%. 

I risultati delle analisi quantitative espressi in termini di CFT e potere antiossidante per unità 

di peso o di superficie, nonché i valori effettivi di LE% sono riportati in Tab.27. 
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Tabella 27. CFT e potere antiossidante dei film per unità di peso o superficie e valori di LE%. Media 

(n=8) ± SE. 

 

 

Dai risultati riportati si desume non solo la stabilità dell’estratto (LE% prossima al 100%) 

ma anche l’uniformità di contenuto dei film, come evincibile dai piccoli valori di ES ottenuti. 

Chiaramente, alla luce delle considerazioni precedentemente fatte, i valori numerici di CFT 

e potere antiossidante sono sottostimati a causa della presenza delle summenzionate 

interferenze analitiche e pertanto, da considerarsi ai fini della valutazione dell’uniformità di 

contenuto dei film. 

A seguito di validazione tecnologica delle formulazioni proposte sono stati determinate 

ulteriori caratteristiche di estremo interesse nell’ambito della via di somministrazione 

prescelta: 

 Indice di swelling. Il grado di rigonfiamento è un parametro cruciale per la bioadesione, 

per il rilascio dei polifenoli e per una stima della compliance del paziente. Un eccessivo 

rigonfiamento, infatti, potrebbe risultare in una formulazione fastidiosa. 

 Mucoadesione. Per garantire un prolungato ed intimo contatto tra i polifenoli ed i tessuti 

buccali è essenziale che il film sia mucoadesivo e che, a seguito di adesione, si adatti a 

tutti i normali movimenti buccali. 

 Capacità di promozione dell’interazione tra polifenoli e tessuto target ed accumulo degli 

attivi nello stesso. 

In Fig.54 sono mostrati i risultati ottenuti dagli studi di swelling condotti valutando sia 

l’incremento in peso della formulazione che la sua variazione dimensionale in termini di 

diametro. 

 

 Film serie P Film serie P/HA 

LE% 99.07 ± 2.40 99.54 ± 4.05 

 mgGAE/g mgGAE/cm2 mgGAE/mg mgGAE/cm2 

CFT 7.943±0.170 0.314±0.067 8.833±0.220 0.317±0.009 

Potere antiossidante (mgGAE) 1.845±0.067 0.070±0.001 1.971±0.071 0.071±0.003 
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Figura 54. Indice di swelling (A) e diametro di porzioni di film (B) per i film della serie P (blu) e 

P/HA (arancione) in funzione del tempo di incubazione. 

I dati di indice di swelling mostrano che entrambe le formulazioni hanno un comportamento 

analogo: assorbono immediatamente una buona quantità d’acqua incrementando del triplo il 

proprio peso, ma senza più variarlo all’aumentare del tempo di contatto. In termini di 

variazione dimensionale radiale è possibile osservare che, per i film della serie P, rimangono 

valide le stesse considerazioni fatte in termini di indice di swelling. Infatti, dopo 5 minuti di 

contatto con la saliva si osserva un incremento del diametro del disco di film che poi rimane 

tendenzialmente stabile nel tempo. 

I film della serie P/HA, invece, sono caratterizzati da un incremento del proprio diametro ai 

primi due time points seguiti da un brusco e progressivo decremento. 

Questo è presumibilmente da ascrivere alla presenza dell’HA: a causa della sua elevata 

igroscopia, HA potrebbe essere in grado di determinare un effettivo maggiore richiamo di 

acqua, rispetto a quello dei film della serie P, seguito da una rapida erosione/solubilizzazione 

dei componenti, portando ad una riduzione del diametro. 

Tale comportamento non era evidenziabile in termini di indice di swelling, poiché questo 

viene espresso come variazione di peso, che ovviamente non cambia, anche se il film si è 

parzialmente dissolto.  
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Nelle Fig.55 e Fig.56 è infatti possibile osservare come, all’aumentare del tempo di 

incubazione con saliva artificiale non enzimatica, le formulazioni della serie P mantengano 

la propria identità fisica, mentre per quelle contenenti HA si osserva la progressiva 

dissoluzione del film. Si osserva, inoltre, che le variazioni di dimensioni dei dischetti di film 

si verificano solo sul piano radiale senza che lo spessore del film stesso venga modificato. 

 

 

Figura 55. valutazione qualitativa delle proprietà di rigonfiamento dei film della serie P; i 

fotogrammi sono stati registrati nell’arco di un’ora, negli stessi intervalli di tempo scelti per la 

valutazione dell’incremento in peso e diametro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. valutazione qualitativa delle proprietà di rigonfiamento dei film della serie P/HA; i 

fotogrammi sono stati registrati nell’arco di un’ora, negli stessi intervalli di tempo scelti per la 

valutazione dell’incremento in peso e diametro.  

Le proprietà mucoadesive dei film sono state finora valutate solo mediante test di tipo 

qualitativo, ponendo dischetti di area 1 cm2 a contatto con il tessuto buccale porcino 

pretrattato con saliva artificiale alla temperatura corporea. 

Una volta applicato il film, la muscosa è stata meccanicamente sollecitata ripetutamente, con 

movimenti e piegature in diverse direzioni, osservando e filmando contestualmente il 

comportamento del film. Dalle immagini riportate in Fig.57 è possibile osservare la 
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completa adesione dei film alla superficie buccale: ne consegue che anche a seguito di 

numerose sollecitazioni meccaniche il film non si stacca, ma anzi si adatta a tutti i movimenti 

impartiti, in accordo anche ai risultati precedentemente ottenuti in termini di folding 

endurance. Dal punto di vista qualitativo non sono riscontrabili significative differenze tra i 

due film buccali. 

 

Figura 57. Test di mucoadesione qualitativo ex vivo: valutazione della flessibilità e adesività dei film 

P (in alto) e P/HA (in basso) alla mucosa buccale porcina, anche a seguito dell’imposizione di 

numerosi e ripetuti stress meccanici e all’azione della forza di gravità. 

Infine, porzioni di film buccali standardizzare sono state impiegate per l’esecuzione di test 

ex vivo. In analogia a quanto precedentemente fatto per la formulazione sotto forma di spray 

buccale, sono state valutate mediante analisi HPLC-DAD la permeazione e l’accumulo 

tissutale di AG, RSV e QRC. 

Al fine di ottimizzare gli esperimenti ex vivo rendendoli il più possibile attendibili e 

rassomiglianti alle possibili condizioni in vivo, sono stati fissati alcuni importanti parametri 

operativi: 

 Per i fluidi sia accettore che donatore è stato impiegato il tampone citrato pH 5.5, in 

quanto è ben nota la stabilità dei polifenoli in esso (Di Prima et al., 2021). 

 Considerando la scarsa solubilità in ambiente acquoso dei polifenoli, e con l’obiettivo di 

creare e mantenere nel tempo un gradiente di concentrazione a favore della permeazione 

degli stessi, nel fluido accettore sono state aggiunte le β-CD, notoriamente in grado di 

favorire la solubilizzazione dei polifenoli nel mezzo acquoso. 

Gli esperimenti di permeazione hanno mostrato una scarsa attitudine dei polifenoli a 

permeare: solo dopo 5-6 h di incubazione si ritrovano all’interno del compartimento 
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accettore appena lo 0.59 ± 0.16 % della quantità totale di RSV caricata all’interno del film 

posto nel donatore e l’1.01 ± 0.16 % della quantità totale di AG, mentre non si detecta QRC. 

Questa, invece, è l’unica molecola accumulatasi all’interno della mucosa buccale porcina, 

valutata al termine del test di permeazione, probabilmente a causa della sua maggiore 

lipofilia rispetto agli altri polifenoli presi in considerazione. 

Dopo 6 h di esperimento, la quantità di QRC accumulata in mucosa è pari al 3.44 ± 0.07 % 

e al 2.52 ± 0.36 % della dose iniziale per i film della serie P e della serie P/HA, 

rispettivamente. Al termine di ogni esperimento di permeazione ex vivo, durante la fase finale 

di disassemblaggio delle celle, è stato possibile inoltre osservare la maggiore stabilità 

strutturale dei film della serie P rispetto a quelli contenenti anche HA, in accordo a quanto 

precedentemente osservato durante i test di swelling radiale (Fig.58). 

Figura 58. Aspetto dei film P (A) e P/HA (B) a seguito di disassemblaggio delle celle di Franz al 

termine dell’esperimento di permeazione ex vivo. 

4.4 Preparazione e caratterizzazione di un eccipiente liquido arricchito in polifenoli 

ottenuto mediante macerazione assistita dall’applicazione di un campo elettrico  

Oltre ai metodi tradizionalmente impiegati, le tecnologie elettrochimiche (TE) si presentano 

come un approccio emergente per il recupero di biocomposti da risorse di scarto; la loro 

scalabilità, versatilità ed efficienza le rende una strategia particolarmente promettente per il 

recupero di composti bioattivi (Bonifácio-Lopes et al., 2020). Queste tecnologie sfruttano 

l'applicazione di un potenziale elettrico tra due elettrodi, che genera una corrente elettrica 

che attraversa i materiali. La natura e l'intensità della corrente elettrica impiegata, nonché i 

meccanismi di reazione innescati definiscono una vasta gamma di processi per le più svariate 

applicazioni. Le TE possono essere classificate in sottocategorie: 

 le tecniche pulsate (Pulsed Electric Field, PEF), caratterizzate da impulsi elettrici ad alta 

intensità e breve durata 
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 tecniche non pulsate, che utilizzano corrente continua (CC) o alternata (CA) a bassa o 

media intensità, per periodi prolungati. 

Le TE a base di PEF sono ampliamente impiegate per l’estrazione di composti bioattivi da 

matrici naturali e da sostanze di scarto (Mahnič-Kalamiza et al., 2014; Vorobiev & Lebovka, 

2016). Anche in questo campo di applicazione è possibile trovare esempi dell’uso di campi 

elettrici continui o alternati, più frequente nel campo della chimica verde e 

dell’elettrochimica per la purificazione di sedimenti e matrici di diversa natura (Akpinar & 

Yazaydin, 2018). Le TE caratterizzate da applicazione di campi elettrici costanti inferiori a 

2 V/cm sono state ampiamente investigate per la purificazione di sedimenti e argille a bassa 

permeabilità contaminate da sostanze organiche (Proietto et al., 2023). 

La letteratura attuale ha focalizzato l'attenzione su questo approccio per la rigenerazione di 

materiali adsorbenti tradizionali; l’applicazione di un campo elettrico, infatti, promuove la 

mobilitazione delle sostanze organiche adsorbite e ne determina il desorbimento e/o la 

degradazione in situ mediante reazioni redox o sviluppo di calore (Antonelli et al., 2023; 

Ding et al., 2020). 

Si sono individuati, tra l'altro, specifici casi di applicazione sulla bentonite (Antonelli et al., 

2023) che hanno indotto a considerare l'opportunità di esplorare una nuova strategia 

estrattiva basata sull'applicazione di un potenziale di cella in combinazione con la 

macerazione condotta con solventi non convenzionali, al fine di massimizzare il recupero 

dei polifenoli.  

Questi studi sono stati pertanto condotti in collaborazione con il gruppo di ricerca del 

Professore Onofrio Scialdone, del Dipartimento di Ingegneria dell’Università di Palermo.  

Per una rigorosa valutazione dell'efficacia della tecnica TE per l’estrazione dei polifenoli 

dalla BN, sono state eseguite in parallelo estrazioni di riferimento basate sulla tradizionale 

macerazione. Le condizioni operative di queste ultime sono state mantenute costanti e, 

laddove applicabile, sono state replicate anche nelle estrazioni elettroassistite, in particolare, 

per quanto riguarda il rapporto solvente/biomassa. 

L'applicazione di TE richiede un'attenta calibrazione dei parametri operativi, al fine di 

garantire la massima efficienza e selettività del processo estrattivo. 

L'applicazione di energia elettrica in matrici complesse, specialmente se contenenti composti 

suscettibili a degradazione, impone una particolare cautela nella scelta delle condizioni 

operative, in quanto l'intensità e la durata del trattamento possono influenzare 

significativamente la stabilità degli analiti. È pertanto fondamentale calibrare accuratamente 

le condizioni sperimentali per ciascun sistema specifico. Tale necessità ha reso 
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indispensabile l'esecuzione di una serie di prove preliminari, che hanno avuto come obiettivo 

primario l'identificazione delle migliori condizioni operative per il recupero dei polifenoli. 

I solventi considerati in principio per le prove di conducibilità erano quelli emersi come i 

migliori nelle prove di macerazione con BB e BN, ossia il PEG200 e il GP. Secondo i dati 

disponibili in letteratura i solventi PEG200 e GP mostrano una scarsa conducibilità elettrica; 

pertanto, prima di avviare le prove estrattive è stata valutata la conducibilità dei solventi 

scelti per le prove estrattive elettroassistite. Le prove sperimentali preliminari condotte 

hanno confermato che tali eccipienti liquidi puri non possono essere utilizzati come solvente 

di estrazione a causa della loro bassa conducibilità elettrica, sebbene il PEG200 abbia 

mostrano risultati migliori rispetto al GP. 

Da ciò è nata la necessità di individuare un solvente con un adeguata conducibilità elettrica 

e che possedesse idonee proprietà solventi nei confronti dei polifenoli. 

La letteratura scientifica, corroborata da precedenti evidenze sperimentali, attesta che i 

polifenoli hanno una stabilità in soluzioni acquose a pH acido, e in particolare in soluzione 

tamponata a pH 5.5 (Di Prima et al., 2021). 

Tuttavia, considerato l'obiettivo di impiegare il PEG200 come solvente non convenzionale 

per le sue peculiari caratteristiche, si è optato per una miscela 1:1 (v/v) di PEG200/tampone 

citrato pH 5.5. 

La scelta di tale rapporto ha consentito di coniugare l'idonea conducibilità elettrica, requisito 

fondamentale per l'applicazione del campo elettrico, con l'efficacia estrattiva del solvente 

PEG200. La miscela solvente selezionata è stata anche impiegata per condurre estrazioni di 

“controllo” su BN, ossia mediante una macerazione convenzionale, in cui i campioni di BN 

sono stati messi a macerare sotto agitazione magnetica per un'ora a temperatura controllata 

(25±1°C) e al riparo dalla luce, mantenendo un rapporto solido/liquido di 1:4 (p/p), 

denominato M-PTC. Lo scopo di tale procedura è stato quello di confrontare l’efficienza 

dell’applicazione di un campo elettrico contestualmente alla macerazione, rispetto alla 

macerazione semplice, mantenendo invariati gli altri parametri. 

Successivamente, la medesima miscela di solventi è stata utilizzata per condurre gli 

esperimenti preliminari volti a individuare le condizioni ottimali per le estrazioni 

elettroassistite, variando i parametri operativi (tipo di cella, potenziale applicato, tempo di 

trattamento). 

Sono state studiate quindi preliminarmente variabili quali il tipo di cella elettrochimica e il 

potenziale applicato, impiegando due diversi setting sperimentali (H. Zhang, 2002). 

A tal scopo, sono stati considerati due differenti sistemi elettrochimici qui definiti sistema SI 

e SII. Questi due sistemi di manifattura artigianale sono progettati diversamente: SI possiede 
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una camera centrale destinata ad accogliere il materiale da purificare o estrarre, 

eventualmente miscelato a un opportuno solvente, e due camere esterne laterali destinate a 

contenere la miscela di estrazione scelta, nella quale gli elettrodi dell’anodo e del catodo 

sono rispettivamente immersi. 

SII è un sistema dotato di un’unica cella contenente il materiale da trattare e il solvente 

estrattivo, e nel quale vengono direttamente inseriti ai due estremi gli elettrodi. In Fig.59 

viene raffigurato il differente setting sperimentale per il sistema SI e SII. 

Figura 59. differente configurazione dei sistemi SI e SII. 

Gli esperimenti sono stati dapprima condotti ricorrendo a SI; l’utilizzo di questa 

configurazione mirava a: i) estrarre i polifenoli intrappolati nello scarto solido nella camera 

centrale, e poi ii) promuoverne la migrazione verso le camere esterne contenenti i solventi, 

separando la fase liquida dal residuo solido di BN, grazie all’applicazione di un campo 

elettrico.  

Per condurre gli esperimenti con il sistema SI è stato scelto un potenziale di cella (DV) pari 

a 10 V, per 24 h, utilizzando grafite compatta come materiale elettrodico. 

A tempi predefiniti, sono stati eseguiti prelievi di un piccolo volume (1 mL), sia dalle camere 

laterali sia dalla camera centrale, in punti prossimi ai confini con le camere laterali (sezioni 

s1-anodo e s2-catodo), che sono stati valutati mediante analisi quantitativa di AG, QRC e 

RSV effettuata in HPLC-DAD. 

Le concentrazioni dei tre polifenoli sono state monitorate nell’arco delle 24 h e i risultati 

relativi ai campioni prelevati dalle sezioni s1 e s2 del compartimento centrale, essendo stati 

trovati paragonabili, sono stati riportati in termini di concentrazione media (µg/mL) di attivi 

in funzione del tempo di incubazione (Tab.28), ipotizzando che sia avvenuto un 

desorbimento e una migrazione non preferenziale dei polifenoli.  
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Tabella 28. Concentrazioni di AG, RSV e QRC (µg/mL) rilevate mediante HPLC-DAD e riportate 

come media ± ES di tutti i campioni raccolti dal sistema S I nella camera centrale.  

 

 

 

 

 

 

Durante la prima ora, AG, RSV e QRC raggiungono rispettivamente valori di concentrazione 

pari 28.90 ± 0.07. 1.96 ± 0.02 e 10.80 ± 0.14 µg/mL, tuttavia si osserva una diminuzione nel 

tempo di AG, mentre RSV e QRC rimangono pressoché costanti nelle ore successive. 

Sebbene siano stati effettuati i prelievi anche dalle camere esterne, i campioni sono risultati 

privi di AG, RSV e QRC, il che suggerisce che non si è verificata alcuna migrazione dei 

biocomposti estratti nelle camere laterali. Tali risultati sono confermati anche dalla 

differenza nell’aspetto dei prelievi ottenuti dalle sezioni laterali e nella camera centrale 

(Fig.60). 

Figura 60. differente aspetto dei prelievi ottenuti dalla camera laterale (a dx) e centrale (a sx). 

Alla luce di questi risultati è risultato opportuno testare un differente apparato, il sistema SII 

(Fig.61), consistente in una cella a singolo compartimento, in cui gli elettrodi vengono 

immersi direttamente nella miscela di solvente di estrazione e BN. 

Time (h) 

Sistema SI 

AG (µg/mL) RSV (µg/mL) QRC (µg/mL) 

1 28.90 ± 0.07 1.96 ± 0.02 10.80 ± 0.14 

2 29.06 ± 0.58 1.99 ± 0.01 10.66 ± 0.04 

3 27.62 ± 0.22 1.88 ± 0.01 10.35 ± 0.19 

4 24.16 ± 0.46 1.73 ± 0.01 10.69 ± 0.23 

24 21.96 ± 3.45 1.99 ± 0.09 14.27 ± 0.41 
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Figura 61. configurazione del sistema SII. 

Le prova è stata ripetuta mantenendo un potenziale di cella (DV) pari a 10 V, per 24 h, e le 

prestazioni valutate monitorando AG, RSV e QRC. Anche in questo caso sono stati registrati 

valori di concentrazione notevolmente simili per le sezioni s1 e s2 e quindi i dati sono 

riportati in Tab.29 come medie dei valori ottenuti nelle due sezioni interne.  

Tabella 29. Concentrazione di AG, RSV e QRC (µg/mL) ± ES rilevata dalle analisi HPLC-DAD 

nelle sezioni s1 e s2 utilizzando il sistema SIIa.  

Time (h) 
Sistema SIIa 

AG (µg/mL) RSV (µg/mL) QRC (µg/mL) 

1 25.20 ± 0.63 1.88 ± 0.05 10.89 ± 0.06 

2 20.50 ± 0.47 1.62 ± 0.01 10.49 ± 0.08 

3 18.24 ± 0.30 1.52 ± 0.03 10.64 ± 0.10 

4 15.97 ± 0.37 1.26 ± 0.01 10.66 ± 1.20 

24 7.02 ± 0.36* 0.99 ± 0.03* 8.45 ± 0.05* 

[a]  L'elettrolisi è stata effettuata a 10 V utilizzando grafite compatta come materiale per gli elettrodi. 

Dopo la prima ora di elettrolisi le concentrazioni dei tre polifenoli sono paragonabili a quelle 

ottenute anche con SI. Sorprendentemente si osserva però in SII una riduzione tempo- 

dipendente delle concentrazioni dei tre polifenoli, che si riducono nell’arco delle prime 

quattro ore del 36.33 e 2% rispettivamente per AG, RSV e QRC: per AG questo fenomeno 

è pienamente in linea con quanto osservato negli esperimenti condotti con SI. Infatti, AG è 

altamente solubile in acqua e in forma ionica al pH utilizzato; è quindi plausibile affermare 

che anche in questo caso AG elettromigra verso l'anodo dove è stato ossidato. Per quanto 

concerne il RSV, caratterizzato da una bassa solubilità in acqua, con questa configurazione 

sperimentale in cui gli elettrodi sono immersi nella sospensione da trattare, la concentrazione 

si riduce nel tempo, raggiungendo una riduzione pari al 36%, mentre non è stata osservata 

alcuna variazione rilevante nella concentrazione di QRC.  
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Al termine dell’esperimento (24h) in prossimità dell’anodo immerso nella sezione s1 non 

sono stati rilevati AG, RSV e QRC, mentre nella sezione s2 sono state osservate 

concentrazioni molto basse di ciascuno di essi. 

La riduzione più rapida della concentrazione di ciascun polifenolo potrebbe essere attribuita 

al fatto che in SII  l'anodo è immerso all'interno della miscela, determinando più facilmente 

fenomeni ossidativi in situ, a livello della superficie elettrodica. 

La presenza degli elettrodi all’interno della massa da estrarre inoltre riduce la resistenza 

elettrica a causa dell'assenza di barriere fisiche di separazione come in SI, con generazione 

di bolle di gas all’interno della massa che possono promuovere la miscelazione, e migliorare 

i fenomeni di migrazione degli attivi verso la superfice anodica, promuovendo così la loro 

ossidazione. 

Dal momento che SIIa ha restituito risultati migliori e ha gettato le premesse per ipotizzare 

di poter effettivamente promuovere il desorbimento degli attivi, lo stesso è stato riproposto 

a più elevato potenziale di cella (DV), di 20 V per studiare l'effetto dell'intensità di campo 

elettrico sull'estrazione dei polifenoli (SIIb).  

Dall’osservazione dei dati riportati in Tab.30 si evince che già dopo 1 ora la concentrazione 

di ciascun polifenolo in ogni estratto è molto bassa per entrambe le sezioni s1 e s2, e dopo 2 

h in prossimità dell’anodo (s2) non sono stati rilevati AG, RSV o QRC. 

Tabella 30. Concentrazione di AG, RSV e QRC (µg/mL) ± SE rilevata dalle analisi HPLC-DAD 

nelle sezioni s1 e s2 utilizzando il sistema SIIb.  

Time (h) 

s1 s2 

GA (µg/mL) RSV (µg/mL) QRC (µg/mL) GA (µg/mL) RSV (µg/mL) QRC (µg/mL) 

1 14.85 ± 0.12 2.32 ± 0.01 1.40 ± 0.01 8.59 ± 0.09 0.99 ± 0.01 0.77 ± 0.01 

2 14.77 ± 0.09 1.84 ± 0.02 / 8.62 ± 0.07 1.00 ± 0.01 0.80 ± 0.03 

3 / / / 13.66 ± 0.10 0.65 ± 0.03 0.63 ± 0.02 

4 / / / 13.41 ± 0.09 0.78 ± 0.02 0.80 ± 0.01 

24 / / / 16.26 ± 0.27 1.22 ± 0.04 0.31 ± 0.01 

[b] L'elettrolisi è stata eseguita a 20 V utilizzando grafite compatta come materiale dell'elettrodo. 

Ciò suggerisce che un aumento della DV induce una maggiore E, e che questo accelera tutti 

i meccanismi coinvolti, in termini sia di migrazione che di ossidazione dei polifenoli, 

inducendo probabilmente condizioni ossidative estreme che comportano la degradazione 

degli attivi anche in funzione dell’elevato calore generato.  
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Queste ipotesi potrebbero essere ulteriormente supportate dall'osservazione dell'andamento 

apparentemente anomalo di AG: la concentrazione di AG pare aumentare nell’arco delle 24 

ore. Ciò può essere spiegato facendo riferimento alla letteratura, esistono infatti diversi 

esempi del verificarsi di fenomeni di epimerizzazione o di degradazione ossidativa dei 

polifenoli (ad esempio EGCG) determinati da fattori diversi, incluso il tempo. In seguito a 

queste reazioni si verifica il rilascio della forma agliconica libera, risultando in un apparente 

incremento della sua concentrazione. Nel nostro caso è presumibile che si verifichino 

fenomeni simili: molecole non ancora identificate nel pool polifenolico potrebbero andare 

incontro degradazione ossidativa, e quindi determinare l'aumento apparente della 

concentrazione di AG. 

Emerge quindi che l’applicazione di un voltaggio più basso (10 V) consente di limitare i 

fenomeni ossidativi collaterali all’applicazione del campo elettrico, specialmente se la 

procedura viene ottimizzata scegliendo un tempo di contatto idoneo e non prolungato. 

 

Figura 62. Differente aspetto dei prelievi raccolti in sezione s1 e s2 prima (a) e dopo (b) 

centrifugazione. 

Considerato che non si sono registrare significative differenze nelle prime ore 

dell’esperimento in termini di concentrazioni dei tre polifenoli, si è scelto quindi di ripetere 

le prove impiegando la cella SII, conducendo l’estrazione per un’ora, applicando una 

differenza di potenziale di 10 V.  

Al termine dell’esperimento l’intera massa contenuta nella camera è stata recuperata, e 

sottoposta a procedura di centrifugazione e filtrazione per il recupero dell’estratto liquido 

prodotto, denominato CE (Fig.63). 

Tale estratto è stato quindi sottoposto a caratterizzazioni volte a valutarne il CFT, il potere 

antiossidante e il CPtT, e a confrontarlo con l’estratto M-PTC proveniente da macerazione 

semplice nelle medesime condizioni. 
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I risultati ottenuti hanno permesso di valutare l'influenza del campo elettrico 

sull'arricchimento dell'estratto. 

Figura 63. Aspetto degli estratti CE e M-PTC a confronto. 

La Fig.63 mostra che i campioni mostrano un’intensa colorazione, che è indice di estrazione 

di composti colorati come determinati polifenoli (flavonoli, antociani); si presentano più 

fluidi degli estratti in solo PEG200, ma ciò è facilmente spiegabile se si considera che la 

metà della miscela di estrazione è costituta da veicolo acquoso. Al termine di entrambe le 

procedure le sospensioni si presentavano omogenee. 

La Tab.31 riporta rispettivamente per CE e M-PTC  la resa in recupero di estratto e i valori 

di densità e pH. La resa risulta in entrambi i casi elevata (>50%) ma nel caso specifico 

dell’estratto CE si osserva una maggiore resa, che comporta una perdita minima di solvente 

(<20%). 

Tabella 31. Recupero % (n=3), densità e pH dopo diluizione in acqua (n=9) riportati come medie ± 

ES per gli estratti. 

Formula code Recupero % Densità (g/mL) pH dopo diluizione in acqua 

M-PTC 53.08 ± 0.60 1.078 ± 0.005 3.68 ± 0.01 

CE 82.73 ± 1.24 1.093 ± 0.002 3.69 ± 0.02 
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L’analisi del tenore di tre polifenoli negli estratti CE e M-PTC, viene riportato in Fig.65 in 

termini di concentrazione (µg/mL) di AG, RSV, e QRC.  

Figura 65.  Concentrazione (μg/mL) di AG, RSV e QRC rilevata nell'estratto M-PTC (verde) e 

nell'estratto CE (blu). Medie ± ES (n=9). 

Risulta evidente che l'applicazione di un potenziale di cella ha determinato un significativo 

incremento delle concentrazioni di AG, RSV e QRC rispetto alla sola macerazione. Il tenore 

di AG è significativo e maggiore rispetto agli altri due polifenoli analizzati, ma ciò è 

facilmente comprensibile se si considera la differente solubilità dei tre composti.  

I campioni CE e M-PTC sono stati quindi sottoposti a saggio di Folin-Ciocalteu per la 

determinazione del CFT e al saggio di Bradford per valutare il CPtT (Tab.32).  

Tabella 32. Contenuto fenolico totale (CFT) e contenuto proteico totale (CPtT) degli estratti, espressi 

rispettivamente come mg equivalenti di AG e BSA per grammo di estratto. Medie ± ES (n=9) 

 

 

I dati confermano quanto osservato mediante analisi HPLC-DAD: l’applicazione del campo 

elettrico in fase di macerazione determina effettivamente un incremento della 

concentrazione anche di altri fenoli, dimostrando che anche questi estratti possiedono un 

variegato pool di molecole, presumibilmente una elevata quota di fenoli idrosolubili e di 

forme glicosilate maggiormente solubili nel veicolo acquoso. 

Riguardo al contenuto proteico, i risultati evidenziano che in CE il contenuto è doppio 

rispetto M-PTC. Oltre all’elevata solubilità in acqua, un altro fattore che ha determinato 

questo incremento è imputabile all’applicazione del campo elettrico. 

Formula code CFT (mgGAE/g) TPtC (mgeqBSA/g) 

M-PTC 4.01±0.34 0.26 ± 0.02 

CE 4.61 ± 0.05 0.47 ± 0.02 
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In un sistema tale è facile ipotizzare che molecole polari e ionizzabili come le proteine 

possiedano una certa mobilità, e che l’applicazione di corrente elettrica abbia favorito il 

desorbimento delle stesse dalla bentonite e la ripartizione nel solvente d’estrazione.  

Poiché l'obiettivo primario di questa ricerca non si limita al mero confronto tra le due 

metodologie estrattive, ma mira all'ottenimento di estratti arricchiti in polifenoli da 

considerarsi come materie prime con proprietà antiossidanti per potenziali applicazioni nei 

settori nutraceutico, cosmetico e farmaceutico, è stato determinato mediante il saggio DPPH 

il potere antiossidante degli estratti M-PTC e CE.  

Come illustrato in Fig.66, il profilo cinetico di consumo del radicale DPPH è risultato simile 

per entrambi gli estratti, sebbene l'estratto ottenuto mediante estrazione elettroassistita (CE) 

abbia evidenziato una capacità antiossidante significativamente superiore rispetto a M-PTC, 

come dimostrato dal fatto che a 60 minuti di analisi si ottiene un residuo di DPPH che è la 

metà rispetto a quello registrato per l’estratto M-PTC. Tale evidenza è ulteriormente 

supportata dai dati relativi ai mgGAE/g di estratto, calcolati in riferimento allo standard AG a 

10, 30 e 60 minuti di analisi e utilizzati come indice del potere scavenger. 

Figura 66. Determinazione del potere antiossidante mediante il saggio DPPH: (A) DPPH residuo 

(%) in funzione del tempo di incubazione e (B) quantificazione del potere antiossidante espresso 

come mgGAE per grammo di estratto dopo 10, 30 e 60 minuti, per l'estratto M-PTC (verde) e l'estratto 

CE (blu). Medie ± ES (n=9). 

I risultati ottenuti indicano chiaramente che l'estrazione elettroassistita promuove un 

maggiore desorbimento di composti fenolici dalla matrice e sono in pieno accordo con 

quanto osservato dalle precedenti analisi; la maggiore concentrazione di composti fenolici 

si traduce in un'aumentata capacità antiossidante, e ciò rende gli estratti CE particolarmente 

interessanti per applicazioni nel settore cosmeceutico. 
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Al fine di valutarne il potenziale applicativo, è stata condotta un'analisi della stabilità nel 

tempo. L’estratto ottenuto mediante macerazione ed elettroassistita (CE) è stato conservato 

a 4°C in contenitori in vetro ambrato, al fine di minimizzare i processi ossidativi. 

Periodicamente, a intervalli di un mese, sono state condotte ispezioni visive e analisi 

quantitative per valutarne la stabilità nel tempo. Non sono state osservate variazioni 

significative nel colore e nella limpidezza dell'estratto. 

I risultati delle analisi quantitative, riportati in Tab.33 confermano la stabilità dell'estratto 

anche dopo nove mesi di conservazione, nonostante la miscela presenti un elevato contenuto 

di acqua. Il pH acido presumibilmente avrà favorito la stabilità dei polifenoli ed impedito 

anche la contaminazione da muffe. 

Tabella 33. Confronto tra CE fresco e dopo nove mesi. Medie ± ES (n=9). 

  estratto CE fresco estratto CE 9 mesi 

HPLC-DAD 

(μg/mL) 

AG 28.990 ± 0.524 40.000 ± 0.508 

RSV 1.882 ± 0.029 2.307 ± 0.042 

QRC 10.637 ± 0.177 16.461 ± 0.042 

Folin-Ciocalteu (mg/g) 4.61 ± 0.05 3.76 ± 0.19 

Bradford (mg/g) 0.47 ± 0.02 0.17 ± 0.01 

DPPH 

(mg/g) 

10 min 1.238 ± 0.017 1.131 ± 0.035 

30 min 1.730 ± 0.016 1.523 ± 0.021 

60 min 2.032 ± 0.018 1.758 ± 0.001 

Sebbene siano state osservate lievi variazioni nel contenuto in polifenoli, dopo nove mesi di 

conservazione, l'estratto CE ha mantenuto un elevato potere antiossidante.  

Come si può notare, sono state osservate leggere variazioni dopo nove mesi di conservazione 

dell'estratto CE. In particolare, i valori CFT e CPtT diminuiscono nel tempo. La riduzione 

osservata in termini di CFT si rifletteva chiaramente come un potere antiossidante ridotto. 

Tuttavia, è stata osservata solo una leggera diminuzione, e quindi l'estratto ha comunque 

mantenuto il suo forte potere antiossidante che rimane superiore a quello riportato per 

l'estratto ottenuto per semplice macerazione. 

D'altro canto, i dati HPLC-DAD potrebbero apparire in contrasto con gli altri risultati, poiché 

la concentrazione dei tre polifenoli di riferimento è aumentata nel tempo. Tuttavia, sia AG, 

sia RSV che QRC possono esistere nella BN di scarto iniziale anche come dimeri, trimeri o 

forme più complesse e glicosilate, che potrebbero essere state estratte ma non quantificate. 

Queste complesse strutture chimiche possono aver subito modifiche chimiche che hanno 

portato al rilascio dei polifenoli menzionati nella loro forma libera, aumentando così la loro 
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concentrazione. Tali modifiche potrebbero quindi determinare una diversa reazione 

quantitativa sia con il reagente di Folin-Ciocalteu che con il radicale DPPH, portando alle 

differenze riportate in termini di risultato finale. Questi risultati sono ancora soddisfacenti 

poiché i polifenoli sono generalmente poco stabili in ambiente acquoso, ma qui è stato 

evitato il verificarsi di fenomeni di instabilità significativi. Tuttavia, si potrebbe ipotizzare 

un'ulteriore stabilizzazione della nuova materia prima secondaria proposta, forse mediante 

la conversione dell'eccipiente liquido arricchito proposto in una massa solida, ad esempio 

utilizzando la tecnica dello spray-drying. 
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5. Conclusioni  

Il lavoro svolto nel corso del triennio di dottorato si colloca in maniera interdisciplinare 

nell’ambito della chimica verde e delle scienze farmaceutiche e cosmetiche. La presente 

ricerca si è focalizzata sullo sviluppo di processi sostenibili per l'estrazione di composti 

bioattivi da una matrice di scarto, al fine di ottenere nuove materie prime seconde destinate 

a essere incorporate in innovativi delivery systems. 

Questo lavoro evidenzia la fattibilità del recupero e riuso della bentonite, rivelandone il 

potenziale nascosto come sorgente di preziosi polifenoli. 

L'adozione di metodiche estrattive eco-compatibili, quali la macerazione con solventi 

alternativi, ha consentito di recuperare in modo efficiente il pool fenolico intrappolato nella 

matrice. La semplicità, l'economicità e la versatilità di tale tecnica ne favoriscono 

l'applicazione su larga scala, aprendo la strada verso la messa a punto di innovative 

procedure estrattive. La sostituzione dei tradizionali solventi di estrazione con eccipienti 

liquidi di interesse cosmetico e farmaceutico ha consentito di ottenere, attraverso un 

approccio waste-to-market, materie prime seconde direttamente impiegabili in fase 

formulativa, in linea coi principi dell’economia circolare. 

Le prove estrattive hanno confermato l’idoneità della matrice quale ricca fonte di polifenoli, 

per l'ottenimento di estratti ad elevato potere antiossidante. La bentonite impiegata 

associazione con carbone attivo (BN) e non privata del suo contenuto d'acqua residuo è 

emersa come lo scarto più interessante, poiché la quota d’acqua/mosto residua promuove la 

ripartizione degli attivi nei solventi testati. 

Tra i diversi eccipienti idrofili valutati, il PEG200 si è distinto per la sua efficacia estrattiva, 

maggiormente selettiva verso i polifenoli. L'analisi del profilo fenolico degli estratti ottenuti 

con miscele P200/GP ha infatti confermato la superiorità del primo, come evidenziato dal 

miglioramento progressivo della qualità degli estratti all'aumentare della concentrazione di 

PEG200. 

In aggiunta, l’estratto a base di PEG200 ha mostrato una blanda attività proliferativa alle più 

basse dosi testate, e un adeguato profilo di sicurezza e dermocompatibilità, per cui può essere 

a tutti gli effetti considerato una valida materia prima per la formulazione di prodotti 

cosmetici e farmaceutici. Oltre tutto il medesimo ha mostrato una elevata stabilità chimica 

nell’arco di un anno, confermando la sua potenzialità come nuovo prezioso eccipiente 

funzionale.  

L'adozione della macerazione con PEG200 si è rivelata strategica anche per l'ottimizzazione 

di un processo estrattivo sequenziale, volto ad arricchire ulteriormente l’estratto ottenuto. 
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In particolare, se condotta fino al terzo ciclo, l’estrazione da BN umida con agitazione 

meccanica, tecnica impiegata per la larga produzione, rappresenta l’optimum per ottenere un 

eccipiente che sia il giusto compromesso tra recupero di solvente e concentrazione di attivi. 

Pertanto, tale studio rivela anche la possibilità di traslare su larga scala la produzione di 

estratti di elevata qualità, mediante procedure semplici e vantaggiose in termini di 

costo/beneficio. 

Gli estratti più performanti, ossia quelli a base di PEG200 sono stati integrati con successo 

in innovative formulazioni per l'igiene orale, dando origine a nuovi prodotti sia in forma 

liquida che solida, destinati a soddisfare specifiche esigenze cliniche. 

In particolare, l’estratto in PEG200 ottenuto mediante estrazione one-shot è stato incorporato 

in una formulazione liquida termosensibile intesa per il trattamento generalizzato della 

mucosa orale. Attraverso la scelta di opportuni eccipienti questa formulazione è risultata 

fluida e facilmente erogabile come spray, spandibile sulla mucosa, e gelificante alla 

temperatura corporea, e ha inoltre dimostrato di promuovere l’accumulo dei polifenoli nel 

tessuto target dopo un breve tempo di applicazione. 

L’estratto in PEG200 ottenuto per macerazione sequenziale è stato invece impiegato per la 

formulazione di film buccali polimerici. Questi sistemi sono stati intesi come matrici 

erodibili, destinate a permanere sulla mucosa buccale per un tempo prolungato e rilasciare 

gli attivi a diretto contatto con l’area interessata, incluse lesioni a cui il film stesso può offrire 

protezione meccanica. L’elevata percentuale di estratto incorporata ha contribuito 

all’ottenimento di adeguate caratteristiche di: i) flessibilità e resistenza al piegamento, 

ricercate affinché la formulazione resista agli stress meccanici dopo applicazione sulla 

mucosa; ii) bioadesione; iii) adeguato comportamento di swelling, in termini di incremento 

in peso, di spessore e diametro dopo idratazione, per non arrecare fastidio dopo applicazione 

ma per essere adeguatamente idratato e quindi aderire alla mucosa e rilasciare gli attivi. 

Sebbene siano state rilevate delle differenze nel comportamento dei film a contatto con saliva 

artificiale non enzimatica, in termini di velocità di disintegrazione ed erosione, entrambi i 

film non aumentano significativamente di dimensione tanto da non generare discomfort e 

mostrano una buona bioadesione. 

I componenti scelti costituiscono quindi una matrice che, pur non idratandosi 

eccessivamente, aderisce alla mucosa buccale, rigonfiando in maniera controllata ed 

erodendosi, secondo un meccanismo che dovrebbe favorire un rilascio graduale degli attivi 

e a un’azione mirata e localizzata. Gli studi ex vivo in corso su mucosa buccale porcina, che 

suggeriscono che le formulazioni sono in grado di promuovere nel tessuto target l’accumulo 

di quercetina, la molecola più rappresentata nel pool. 



157 

Anche le indagini condotte sull'estrazione assistita da campo elettrico hanno evidenziato la 

potenzialità di tale tecnica per lo sviluppo di nuovi eccipienti funzionali; se confrontata con 

la macerazione convenzionale condotta col medesimo solvente, tale metodica ha restituito 

estratti dotati di una maggiore attività antiossidante. Il contenuto in acqua in tale estratto è 

maggiore, a causa della necessità di ricorrere a una miscela di PEG200/tampone citrato 

dotata di adeguata conducibilità. Nonostante ciò, l’estratto è risultato chimicamente stabile 

nell’arco di nove mesi e quindi è attualmente oggetto di studi preliminari, volti a convertirlo, 

mediante spray-drying, in un eccipiente solido con caratteristiche idonee all'impiego nella 

formulazione di dispositivi medici o cosmeceutici. 

Il presente studio si inserisce pienamente nel contesto dell'economia circolare, proponendo 

un innovativo modello di valorizzazione di un sottoprodotto industriale. I risultati ottenuti 

aprono nuove prospettive per lo sviluppo di una filiera sostenibile nel settore cosmetico e 

farmaceutico, basata sull'utilizzo di estratti funzionali ad alto valore aggiunto. L'introduzione 

del PEG200 come solvente estrattivo rappresenta una svolta nella formulazione di prodotti 

per l’oral care, offrendo la possibilità di sviluppare sistemi di rilascio efficaci per i polifenoli, 

superando i vincoli legati alla loro instabilità e limitata biodisponibilità. 
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