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Gelazione ionotropica

Riassunto

Gli oli essenziali sono composti naturali estratti da parti aromatiche di di-
verse piante, caratterizzati da un odore particolare, un’elevata volatilita e
una ridotta stabilita che li rende piuttosto sensibili a ossigeno, luce, umidita
o calore. Partendo da queste considerazioni, I'obiettivo di questo lavoro &
stato quello di veicolare un olio essenziale, il Tea Tree Oil (TTQO), in un sistema
solido, al fine di ottenere un prodotto sicuramente pit maneggevole e piu
stabile di quello di partenza. Per raggiungere questo obiettivo sono state
preparate microparticelle di calcio alginato contenenti I'olio essenziale. Le
microparticelle, ottenute per gelazione ionotropica sfruttando la tecnologia
a vibrazione, sono state essiccate mediante tre modalita di essiccamento:
statico in stufa a 40°C, dinamico sotto flusso d’aria a temperatura ambiente
e per liofilizzazione. | sistemi microparticellari sono stati poi sottoposti a
una caratterizzazione completa per identificarne morfologia e dimensioni,
contenuto di olio essenziale appena preparato e dopo conservazione a tem-
peratura ambiente per 1, 3 e 5 mesi. Dopo essiccamento statico e dinamico,
le microparticelle si presentavano parzialmente aggregate, con un diametro
medio di circa 400 um, di forma irregolare ma con un elevato contenuto
in TTO (oltre il 50% p/p). Il prodotto liofilizzato, invece, era costituito da
microparticelle ben separate tra loro, di dimensioni maggiori rispetto alle
altre (circa 500 um di diametro) e con un buon contenuto in olio essenziale.
In tutti e tre i casi, dopo conservazione a temperatura ambiente per 1,3 e
5 mesi, il contenuto di olio essenziale diminuiva nel tempo con perdite va-
riabili tra il 10% (microparticelle essiccate in stufa) e il 24% (microparticelle
essiccate sotto flusso d’aria).
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Microencapsulation
of Tea Tree Oil
Alginate microparticles
prepared using prilling
vibration technology

Summary

Essential oils are natural liquid compounds
extracted from the aromatic parts of dif-
ferent plants. They are characterized by a
particular odor and high volatility. These
compounds are chemically unstable and
easily susceptible to degradation, especially
induced by oxygen, light, moisture and heat
and this aspect impacts negatively on stabi-
lity and acceptability of the final products.
Starting from these considerations, the aim
of this work was to encapsulate Tea Tree Oil
(TTO) in a solid system in order to obtain a
product more manageable and more stable
than the original one. To achieve this goal,
calcium alginate microparticles containing
TTO were prepared by ionotropic gelation
using vibration technology. The obtained
microparticles were dried according to three
different methods: static in an oven at 40 °C,
dynamic under air flow at room tempera-
ture and by freeze-drying. Microparticles
were completely characterized to identify
their morphology and size, essential oil con-
tent immediately after the preparation and
after storage at room temperature for 1, 3
and 5 months and essential oil in vitro rele-
ase ability. After static and dynamic drying,
the microparticles, partially aggregated,
were characterized by an average diameter
of about 400 um, irregular shape and high
TTO content (over 50% w/w). The lyophili-
zed product, on the other hand, consisted
of well-separated microparticles, larger in
diameter than the others (about 500 um)
and with a good content of essential oil. For
all systems, the oil content decreased during
storage with a total loss, after 5 months,
ranging from 10% (air-flow dried micropar-

ticles) to 24% (oven dried microparticles).



Introduzione

Il Tea Tree Oil (TTO) e un olio essenziale ottenuto per estra-
zione, mediante distillazione in corrente di vapore, dalle
foglie e dai rami terminali di una pianta australiana appar-
tenente alla famiglia delle Myrtaceae, il cui nome botanico
e Melaleuca alternifolia (1,2). Le foglie di Melaleuca (Fig.1)
sono state utilizzate per la prima volta dalle popolazioni
aborigene dell’Australia orientale, in quanto ricche in olio
essenziale considerato un rimedio in caso di problemi re-
spiratori, mal di testa e lesioni della pelle, e in grado di eser-
citare un’azione antisettica (3). L'infuso di Melaleuca venne
apprezzato fin da subito anche dai primi coloni europei (4).
Il curioso nome di “albero del t&” (Tea Tree) venne attribuito
al capitano James Cook, il quale, sbarcato in Australia, bevve
una bevanda a base di foglie di Melaleuca scambiandole per
foglie di te (5).

Il TTO & un liquido incolore o giallo-pallido caratterizzato da
odore forte e pungente, simile a quello della canfora. E inso-
lubile in acqua, solubile in etanolo e oli (3). Chimicamente &
una miscela di numerosi componenti organici quali mono- e
sesquiterpeni, e sostanze aromatiche (Tab.1).

I monoterpeni sono le molecole piu abbondanti, in quanto
presenti nell’'olio in una percentuale variabile tra I'80 e il
90% (7), e quelle piu significative ai fini dell’attivita biolo-
gica del TTO sono il terpinen-4-olo e I'1,8-cineolo (o euca-
liptolo): queste due molecole devono essere presenti nel
prodotto finito in percentuali ben precise, in quanto indici
di qualita dell’'olio essenziale. Per essere classificato come
TTO, la composizione dell’olio essenziale di Melaleuca deve
rispettare I'equilibrio che si trova in natura e contenere,
quindi, almeno il 30% di terpinen-4-olo e non piu del 15%
di 1,8-cineolo (concentrazioni maggiori renderebbero I'olio

irritante).

Figura 1 - Foglia di Melaleuca alternifolia (6)

Microincapsulazione di Tea Tree Oil

E noto che gli oli essenziali vengono prodotti dalle piante per
diversi scopi, primo tra tutti quello di difendersi da attacchi
di insetti nocivi. In particolare, molti terpeni conferiscono
odore e sapore sgradevole a foglie e frutti, fungendo quindi
da schermo biochimico in grado di proteggere la pianta (8).
Il TTO oggi € un prodotto ben noto tra i rimedi fitoterapici,
ma le sue numerose proprieta sono state scientificamente
descritte soltanto dopo il primo conflitto mondiale. All'olio
essenziale distillato dalle foglie di Melaleuca vengono at-
tribuite numerose proprieta biologiche: antimicrobiche,
antisettiche, antivirali, antimicotiche, antiossidanti e antin-
fiammatorie (9,10). Il Tea Tree Oil € considerato un rimedio
per acne, eczema e infezioni della pelle come herpes, ferite,
verruche e onicomicosi. Ha azione lenitiva in caso di eritemi
solari o irritazione da pannolino, prurito, lievi ustioni e pun-
ture di insetti e di medusa (3).

In qualita di mucolitico si utilizzano i vapori del TTO per
combattere sintomi influenzali caratterizzati dalla presenza
di muco e catarro. Se inalato, infatti, € in grado di svolgere
una potente azione fluidificante ed espettorante delle vie
respiratorie e, come tutti gli oli balsamici, agisce sul naso
chiuso e dona sollievo in caso di bronchite e sinusite. Altre
indicazioni sono raffreddore, mal di gola e infezioni gengi-
vali, emorroidi, cistite e infezioni vaginali (8).

II TTO e un antiparassitario naturale: & quindi indicato contro
le infestazioni da pidocchi e zecche in cani e gatti, il cui ol-
fatto molto sensibile richiede la diluizione dell’olio in acqua,

da nebulizzare su pelo, collare e cuccia (8).

Costituente Minimo (%) Massimo (%)
Terpinolene 1,5 5
1,8-Cineole Tracce 15
o-Terpinene 5 13
y-Terpinene 10 28
p-Cymene 0,5 8
Terpinen-4-ol 30 48
a-Terpineol 1,5 8
Limonene 0,5 1,5
Sabinene Tracce 3,5
Aromadendrene Tracce 3
y-Cadinene Tracce 3
Globulol Tracce 1
Viridiflorol Tracce 1
o-Pinene 1 6
Ledene Tracce 3

Tabella 1 - Principali costituenti del TTO (3)
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Grazie alle sue versatili proprieta, il TTO € incluso nella for-
mulazione di diversi prodotti medicali, farmaceutici e per la
cura della persona. Nonostante abbia un alto grado di tolle-
rabilita da parte dell’organismo, per 'assunzione orale ma
anche per applicazioni su pelle o mucose, quest’olio essen-
ziale non deve essere impiegato come tale. Il TTO é infatti
molto attivo e per evitare possibili irritazioni deve essere
diluito. Poche gocce di olio in acqua e bicarbonato possono
essere impiegate in collutori per gargarismi e risciacqui del
cavo orale, e in caso di alitosi, svolgendo una doppia azione
disinfettante e rinfrescante (3,11). Gel di aloe vera formu-
lato con TTO é indicato per applicazioni locali in caso di in-
fiammazioni e infezioni del cavo orale, gengiviti, ascessi e
afte. Shampoo neutro diluito con gocce di TTO puo rappre-
sentare un rimedio per la pediculosi. Per affezioni respira-
torie lievi possono giovare alcune gocce di TTO diluite in olio
vegetale o altro veicolo (crema o unguento), da massaggiare
sul torace oppure diluite in un cucchiaino di miele per I'as-
sunzione orale.

Il TTO puo essere impiegato per la terapia della candidosi
sotto forma di compresse (associato all’estratto di semi di
pompelmo), di ovuli (formulati con calendula per ottenere
un effetto idratante) e crema. Diluito in acqua per lavande
vaginali e aggiunto al detergente intimo & utile anche per la
terapia della cistite.

Qualche goccia di olio concentrato si pud applicare, me-
diante toccatura diretta con un batuffolo di cotone, su un-
ghie, verruche, afte, herpes e piccole lesioni. La diluizione
e preferibile anche per mascherare l'odore persistente
dell’olio (3), che puo essere reso piu gradevole aggiungendo
qualche goccia di altri oli (come quello di salvia, alloro, ca-
momilla, menta, lavanda, bergamotto, limone, origano e
salvia).

L'olio essenziale del Tea Tree, il cuinome INCI € Melaleuca al-
ternifolia Leaf Oil, ha anche molti impieghi dermocosmetici
e cosmetici. Impiegato in concentrazioni normalmente com-
prese tra 0,5 e 2%, € infatti un rimedio naturale per la salute
di pelle e capelli (3). Lozioni ottenute mescolando qualche
goccia di TTO e olio (ad esempio di oliva) possono essere
utilizzate per massaggiare pelle e unghie; I'incorporazione
in burro di karité permette di preparare unguenti balsamici
che possono lenire le labbra screpolate a causa del freddo.
Su pelli miste, il TTO ¢ in grado di svolgere un’azione dermo-
purificante: puo quindi essere utilizzato per eseguire trat-
tamenti di pulizia per il viso e per attenuare l'irritazione e
gli inestetismi cutanei dovuti all’acne. Grazie alla sua attivita
antisettica, che permette la neutralizzazione dei batteri che

provocano cattivi odori, il TTO possiede proprieta antiodo-
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ranti. Per la stessa ragione & anche presente in diversi pro-
dotti di cosmesi naturale per la cura della persona: bagno-
schiuma, saponi e spray, dentifrici per I'igiene orale di bocca
e denti contro la formazione della placca. Qualche goccia di
TTO all’interno dello shampoo o della maschera per capelli,
oltre che per debellare i pidocchi, puo essere un rimedio
naturale per combattere il prurito e regolare la produzione
di sebo, idratando i capelli grassi e la cute.

Anche l'aromaterapia a base di TTO, insieme agli oli di la-
vanda e di limone, puo essere utile in caso di dermatite se-
borroica e forfora: I'olio di Melaleuca, in particolare, agisce
proteggendo la cute dagli attacchi fungini, batterici e mi-
crobici, coadiuvando le naturali difese della pelle (6). Unito
all’'olio di argan o di mandorle, il TTO viene impiegato come
prodotto per massaggi del corpo con effetto tonificante per
la pelle.

Il TTO e stato recentemente impiegato nella formulazione di
alcuni gel igienizzanti mani, di cui tanto si e sentito parlare
negli ultimi mesi a causa dell’'emergenza sanitaria di livello
mondiale, la quale sta imponendo I'adozione di nuovi stili di
vita per prevenire e ridurre la trasmissione del virus SARS-
CoV-2. Alla base dei prodotti per la sanificazione delle mani,
utili per una detersione veloce in mancanza di acqua e sa-
pone, c’e l'azione battericida dell’olio essenziale che agisce
in sinergia con quella detergente e antibatterica, o piu in ge-
nerale "disinfettante", dell’etanolo, il quale deve comunque
essere presente in percentuali non inferiori al 60% vol. (12).
I TTO & un olio talmente versatile da poter essere utiliz-
zato anche per la pulizia della casa (11): si puo aggiungere
ai detersivi usati per i pavimenti, il piano della cucina e i
sanitari, il frigorifero, i materassi e, magari in sinergia con
menta piperita, come spray naturale per insetti e formiche.
Si puo anche impiegare in lavatrice, non solo per detergere
in profondita le fibre dei tessuti, ma anche per neutralizzare
gli odori spiacevoli generati dalla carica batterica su abiti
e sull’elettrodomestico. Il TTO inserito in bruciatori di oli
essenziali o diluito negli umidificatori dei termosifoni viene
utilizzato per purificare I'aria in caso di malattie da raffred-
damento (6).

Recentemente molti ricercatori hanno puntato la loro atten-
zione sull’olio estratto dalle foglie di Melaleuca che, come
tutti gli oli essenziali, & caratterizzato da ridotta stabilita (3):
e necessario infatti conservarlo in luogo fresco e asciutto, al
riparo dalla luce e da fonti di calore, lontano da liquidi e va-
pori infiammabili. Sanchez-Navarro et al (13), per esempio,
lo hanno incapsulato in microparticelle di melammina in
grado di mantenere |'attivita antimicrobica dell'olio essen-

ziale da impiegare come biocida per le calzature. Alcuni au-



tori hanno preparato microparticelle di gelatina e glutaral-
deide contenenti TTO mediante la tecnica di coacervazione
semplice (14). Altri ricercatori hanno invece impiegato la
coacervazione complessa (15,16).

In questo lavoro |'attenzione é stata focalizzata sulla produ-
zione di un sistema solido in grado di migliorare la stabilita
termica dell’'olio essenziale veicolato.

Sono quindi state preparate microparticelle di alginato di
calcio ricorrendo alla gelazione ionotropica. In particolare, &
stato valutato I'effetto di tre diversi metodi di essiccamento
sulle proprieta dei sistemi microparticellari contenenti TTO.

Materiali e Metodi

Materiali

Il Tea Tree Oil (TTO) e stato gentilmente fornito da Frey&Lau
GmbH (Germania); il sodio alginato (SA) (peso molecolare
120.000-190.000 g/mol, rapporto residui mannuronici-
guluronici 1,56) e il calcio cloruro sono stati acquistati da
Sigma-Aldrich (Italia); tutti gli altri reagenti sono di grado
analitico e usati come ricevuti.

Preparazione delle microparticelle

Le microparticelle sono state preparate per gelazione io-
notropica con tecnologia a vibrazione (Encapsulator B-390,
Buchi, Svizzera), che permette la produzione di sistemi mi-
croparticellari attraverso I'estrusione, in forma di gocce, di
materiale liquido (soluzione, emulsione, sospensione) da un
ugello calibrato. Il liquido fuoriesce dall’ugello come flusso
laminare che, se all'uscita dell’u-
gello viene applicata una corretta
frequenza di vibrazione, viene rotto
in gocce di dimensioni uniformi (17)
(Fig.2).

La dispersione costituita da alginato
e TTO e stata preparata aggiungendo
I'olio essenziale in una soluzione ac-
quosa di SA (1,5% p/p) (rapporto
TTO:SA 1:1) e agitando per 10 min
a 300 rpm. La dispersione TTO/SA,
mantenuta a temperatura ambiente
e sotto continua agitazione, e stata
pompata da aria compressa (P=64
mbar) fino all’'ugello (450 um di dia-
metro), all’uscita del quale, grazie alla
frequenza vibrazionale applicata (300
Hz), il getto e stato rotto in goccioline

vibrazione
che, passando attraverso un campo

Figura 2 - Gelazione ionotropica con tecnologia a

Microincapsulazione di Tea Tree Oil

elettrico (1960 V) applicato tra I'ugello e I'elettrodo, hanno
acquisito una carica di superficie. La repulsione elettrosta-
tica ha fatto si che le goccioline cadessero nel bagno gelifi-
cante (soluzione acquosa di CaCl, 100 mM) separate le une
dalle altre. Le microparticelle sono state lasciate in accre-
scimento nel bagno gelificante per 15 min, poi sono state
recuperate per filtrazione, lavate con acqua deionizzata e
suddivise in tre lotti, ciascuno dei quali € stato sottoposto
a un diverso processo di essiccamento: il lotto TTO1 é stato
essiccato in stufa a 40°C per 3 ore, il TTO2 e stato sottoposto
a essiccamento dinamico sotto flusso d’aria a 22°C per 3 ore,
mentre il lotto TTO3 é stato liofilizzato.

Analisi morfologica e dimensionale

Le microparticelle appena preparate e dopo l'essiccamento
sono state osservate allo stereomicroscopio (Stereomicro-
scope Motic SMZ168) per valutarne aspetto e forma. La
morfologia delle microparticelle essiccate e stata analizzata
in modo piu dettagliato anche mediante microscopia elet-
tronica a scansione (Quanta 200, FEl, Olanda), previo rivesti-
mento dei campioni con un sottile strato d’oro.

L'analisi dimensionale per tutti i lotti € stata eseguita su
particelle ben separate e non aggregate: il diametro medio
delle singole microparticelle e stato determinato con il sof-
tware Image J (V1.50i, National Institute of Health, USA),
analizzando almeno 100 unita per ciascun lotto. | risultati in
forma logaritmica sono stati confrontati tra loro mediante
analisi della varianza (ANOVA) e la significativita statistica
stata fissata a p<0,05. Le immagini acquisite allo stereomi-
croscopio sono state analizzate anche
per ricavare perimetro e area di pro-
iezione, utili per calcolare, secondo
I'equazione sotto riportata, il fattore
forma (Sf), che assume valore pari a
1 nel caso di particelle perfettamente
sferiche.

Sf = 4ntA/P?
Nell'equazione A & l'area proiezione
della particella e P € il suo perimetro
(18).

Determinazione

del contenuto di TTO

e analisi termogravimetrica
Per semplicita e velocita di esecu-
| zione, il contenuto in olio essenziale
delle microparticelle appena essic-

cate e dopo 1, 3, e 5 mesi di conserva-
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zione atemperatura ambiente & stato determinato mediante
spettroscopia UV-VIS, in accordo con il metodo proposto da
Ocak et al (14) opportunamente modificato, nonostante sia
ben noto che il metodo d’elezione sia la gas-cromatografia.
Nel dettaglio, 10 mg di microparticelle sono stati posti in
un matraccio da 10 mL e successivamente dispersi in tam-
pone fosfato (0,1 M, pH 6,8) arricchito con lo 0,3% p/v di
Tween®80. Il tutto e stato sottoposto ad agitazione, fino a
completa solubilizzazione delle microparticelle. | campioni
ottenuti sono stati analizzati a 265 nm e la concentrazione di
TTO e stata calcolata sulla base di una curva di calibrazione
costruita a partire da soluzioni di TTO, a concentrazioni dif-
ferenti comprese tra 30 e 900 ug/mL (R?=0,994), in tampone
fosfato con Tween®80 (0,3% p/v). Ogni risultato fornito & la
media di tre determinazioni.

Lanalisi termogravimetrica (TGA) & stata eseguita sulle mi-
croparticelle essiccate contenenti TTO e sull’'olio essenziale
tal quale per valutare il contenuto di acqua residuo presente
nei campioni e il loro profilo di degradazione. Le analisi sono
state condotte tra 25 e 500°C sotto flusso d’azoto (20 mL/
min) a 10°C/min (Perkin Elmer, Pyris 1).

Saggi di rilascio in vitro di TTO

dalle microparticelle

Una quantita esattamente pesata di microparticelle essic-
cate, singole e non aggregate, equivalente a 30 mg diolio es-
senziale é stata posta in un volume noto (50 mL) di tampone
fosfato (0,1 M, pH 6,8) contenente lo 0,3% di Tween®80 e
mantenuta a 37°C sotto continua agitazione (300 rpm). A in-
tervalli di tempo definiti (5, 10, 15, 30, 60, 120 e 180 min), 4
mL sono stati prelevati, analizzati per via spettrofotometrica
a 265 nm e poi ritrasferiti nella beuta per mantenere inva-
riato il volume. | prelievi sono stati effettuati utilizzando aghi
con diametri interni inferiori alle dimensioni delle micro-
particelle. Ciascun saggio e stato condotto in triplicato. Le
percentuali di TTO
rilasciate dalle mi-
croparticelle sono
state riportate in
grafico in funzione
del tempo e i profili

Appena preparate
TTO01
TT02

TTO3

Figura 3 - Microparticelle di alginato con-
tenenti TTO appena preparate
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Diametro medio (um)

di rilascio ottenuti per i lotti TTO1, TTO2 e TTO3 sono stati
confrontati in modo oggettivo attraverso il fattore di simila-
rita f2 (19), che assume valori >50 quando le curve confron-
tate sono simili tra loro.

Risultati e Discussione

La gelazione ionotropica con tecnologia a vibrazione ha
permesso di produrre microparticelle di alginato veicolanti
TTO, che sono state poi essiccate efficacemente con tutte e
tre le metodiche selezionate.
Appena preparate, ovvero prima di essere sottoposte a es-
siccamento, le microparticelle ancora idratate sono lucide
e di colore bianco, presentano superficie liscia e omogenea
(Fig.3), hanno un diametro medio di circa 800 um e una
forma non perfettamente regolare, confermata oltre che
dall’analisi visiva anche dal valore del fattore forma non
prossimo a 1 (Tab.2).
Dalle immagini allo stereomicroscopio e evidente che le mi-
croparticelle TTO1 e TTO2 essiccate sono piuttosto aggre-
gate, diversamente dalle microparticelle TTO3 che sono ben
separate le une dalle altre (Fig.4).
In generale, tutte le microparticelle essiccate presentano
forma non sferica e superficie irregolare caratterizzata dalla
presenza di elementi di distinzione associabili al metodo di
essiccamento a cui il lotto e stato sottoposto. Nel caso dei
sistemi TTO1 e TTO2, la superficie esterna presenta alter-
nanza di bolle e zone piatte, mentre sono visibili delle creste
(probabilmente di natura polimerica) di colore bianco opaco
in TTO3. Oltre a queste differenze sembra che, dopo essicca-
mento, le microparticelle assumano una diversa colorazione
(Fig.4): TTO1 e TTO2 sono trasparenti e di colore giallo in-
tenso, diversamente da TTO3 che presenta unita trasparenti
e di colore giallo molto tenue. In realta la differenza di colore
potrebbe essere semplicemente attribuita a un effetto ot-
tico dovuto alla presenza di aggregati nei lotti TTO1 e TTO2
che tendono ad aumentare I'intensita del colore percepito,
come confermato dalle immagini allo stereomicroscopio di
microparticelle singole dei tre lotti che non evidenziano dif-
ferenze cromatiche (Fig.5).
Quando vengono sottoposte a essiccamento, le micropar-
ticelle perdono il loro

Fattore forma (Sf .
(5) contenuto di acqua e le

8074142 0,83+0,06 . . .

catene polimeriche si
402491 0,85+0,06 o

avvicinano tra loro de-
419475 0,88+0,06

terminando, in generale,
509487 0,80+0,06

una riduzione del dia-

Tabella 2 - Diametro medio e fattore forma delle microparticelle con TTO

metro. La dimensione



500 um

Figura 4 - Microparticelle con TTO essiccate (ingrandimento 3X)

Figura 6 - Immagini SEM delle microparticelle essiccate (in alto: ingrandimento 100X;
in basso: ingrandimento 400X)

finale delle microparticelle essiccate cambia al variare del
tipo di essiccamento a cui sono state sottoposte, come evi-
denziato dall’analisi della varianza (p>0,05). Nel caso dell’es-
siccamento statico (TTO1) e dell’'essiccamento dinamico
(TTO2), I'evaporazione dell'acqua ha causato una contra-
zione maggiore della struttura dei sistemi rispetto a quanto
verificatosi nel caso dei campioni liofilizzati. Il diametro delle
microparticelle dei lotti TTO1 e TTO2 diminuisce di circa il
50% dopo essiccamento, e arriva ad attestarsi intorno a circa
400 um, mentre nel caso dei sistemi TTO3 (ovvero quelli lio-
filizzati) la riduzione dimensionale non va oltre il 40% circa e
il diametro medio finale & di circa 500 um.

Le microparticelle essiccate, singole e non aggregate, hanno
forma decisamente irregolare (il fattore forma assume va-
lori compresi tra 0,80 e 0,88, Tab.2), e quelle dei lotti TTO1
e TTO2 sono piu sferiche rispetto a quelle del lotto TTO3,
dal momento che, come riportato in letteratura, la liofiliz-

zazione puo causare il collasso della struttura del sistema
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durante la fase di sublimazione dell'acqua, respon-
sabile dell’irregolarita di forma del prodotto finito
(20,21).

La morfologia dettagliata dei sistemi & visibile dalle
immagini SEM che confermano la presenza di ag-
gregati per i lotti TTO1 e TTO2 (Fig.6), e differenze a
carico della superficie delle microparticelle essiccate
con i tre diversi metodi. In particolare, nel caso di
TTO1 la superficie non ¢ liscia ma costellata di bolle,
in parte integre e in parte danneggiate, alternate a
zone di depressione associabili al parziale collasso
della struttura polimerica. Nel lotto TTO2 gli aggre-
gati, seppur presenti, sembrano meno compatti e
mostrano caratteristiche di superficie analoghe a
TTO1 (bolle e zone appiattite), ma con un numero di
fratture decisamente ridotto. Dalle immagini SEM di
TTO1, tuttavia, le aree di collasso della struttura non
risultano ben evidenti, probabilmente a causa dell’e-
levato livello di aggregazione delle unita costituenti il
lotto. Riguardo alle microparticelle liofilizzate (TTO3),
le immagini SEM confermano la presenza di super-
ficie non liscia e caratterizzata da rugosita e creste.

| risultati forniti dall’analisi termica (TGA) hanno
permesso di valutare il contenuto di acqua residuo
delle microparticelle essiccate e di confrontarne il
profilo di degradazione termica con quello del TTO
tal quale, al fine di meglio comprendere I'eventuale
effetto protettivo delle microparticelle sull'olio es-
senziale (Fig.7).

Il profilo termico del TTO mostra un evento termico
tra 40 e 220°C circa, associabile all’evaporazione dei compo-
nenti volatili dell’olio (Fig.7A).

Per quanto riguarda invece i sistemi microparticellari, anche
la TGA permette di evidenziare differenze di comporta-
mento associabili al differente processo di essiccamento
selezionato in fase di preparazione: i profili termici di TTO1
e TTO2 sono simili (praticamente sovrapponibili), mentre
differiscono da quello del sistema TTO3.

Per tutte le microparticelle & evidente un evento termico
iniziale che corrisponde a una perdita in peso compresa tra
1’8 e il 13%, associabile all’allontanamento di acqua in forma
libera e legata, e rimasta imprigionata nella struttura del
sistema al termine dell’essiccamento. A temperature com-
prese tra 200 e 500°C si notano altri segnali attribuibili alla
decomposizione del materiale strutturale che costituisce le
microparticelle e olio essenziale. Nel caso dei sistemi TTO1
e TTO2, la degradazione termica avviene in piu fasi visibili
in tre segnali; tra 220 e 250°C, tra 250 e 320°C e tra 320 e
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Figura 7 - (A) Profili termogravimetrici (TGA) e (B) derivati dei profili TGA delle microparticelle appena essiccate e dell’'olio essenziale tal quale

500°C. Per le microparticelle TTO3, invece, la degradazione
viene registrata tra 250-270°C, con un’unica variazione di
peso molto netta, indicativa di un processo piuttosto veloce
(Fig.7A). Le funzioni derivate dei profili TGA (Fig.7B) mettono
in luce come l'evaporazione/degradazione del TTO abbia
inizio solo a seguito della distruzione della struttura micro-
particellare. Nel caso dell'olio essenziale tal quale, infatti, la
temperatura a cui prende awvio il processo di decomposi-
zione & intorno ai 100°C, ma si sposta a valori decisamente
piu alti quando vengono sottoposti ad analisi i campioni di
microparticelle che veicolano l'olio. Questo risultato, unita-
mente a quello fornito dalle analisi TG effettuate su micro-
particelle placebo (Fig.8), conferma che la struttura polime-
rica alla base delle microparticelle € in grado di proteggere
termicamente l'olio essenziale veicolato.

Il contenuto percentuale di TTO delle microparticelle essic-
cate (T=0 in Figura 9) & sempre superiore al 48%, ma tende
a ridursi nel tempo: dopo 1, 3 e 5 mesi di conservazione a
temperatura ambiente si riduce di valori compresi tra il 10
eil 24%.

Le perdite maggiori di olio essenziale sono associate a TTO1
e TTO3, probabilmente a causa, rispettivamente, della pre-
senza di numerose fratture sulla superficie del sistema e
della struttura altamente porosa, le quali rappresentano
possibili vie di fuga per l'olio.

Le microparticelle sono in grado di completare il processo di
rilascio dell’olio essenziale nell’arco di tre ore (Fig.10), anche
se in maniera differente, come confermato dai valori assunti
del fattore di similarita f2 (TTO1 vs TTO3 e TTO2 vs TTO3 mo-
strano rispettivamente valori di f2=35,14 e f2=36,14). Nono-
stante i sistemi liofilizzati abbiano dimensioni medie mag-
giori rispetto gli altri (500 um vs 400 um), liberano il TTO piu
velocemente, probabilmente a causa della tipica struttura
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Figura 9 - Contenuto percentuale di TTO nelle microparticelle essiccate
appena preparate (T=0) e dopo 1, 3 e 5 mesi di conservazione

estremamente porosa dei prodotti liofilizzati (se aumentano
le dimensioni delle particelle diminuisce I'area superficiale
esposta al fluido, e di conseguenza dovrebbe diminuire la
velocita di liberazione dell’olio). Dopo soli 5 min dall’inizio
del test, le microparticelle TTO3 rilasciano circa il 30% del
loro contenuto di olio (il 70% dopo 30 min) e portano a ter-
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Figura 10 - Profili di rilascio di TTO dalle microparticelle

mine il processo in circa 2 ore. Diversamente, i sistemi TTO1
e TTO2 hanno bisogno di tempi piu lunghi affinché il pro-
cesso di liberazione dell’olio si avvii (dopo 5 min, non piu
del 5% del contenuto di olio & fuoriuscito dai sistemi). Tale
caratteristica conferisce a TTO3 una maggiore velocita di ri-

gonfiamento rispetto alle altre formulazioni.
Conclusioni

Il Tea Tree Qil e stato incapsulato e stabilizzato termica-
mente, con successo mediante gelazione ionotropica, in
microparticelle di alginato: il prodotto ottenuto & decisa-
mente soddisfacente, anche in termini di contenuto per-
centuale di olio essenziale. Sicuramente nel caso specifico
di questo lavoro il metodo di essiccamento, e piu in ge-
nerale il metodo di produzione che viene selezionato, im-
patta in maniera importante su alcune caratteristiche del
prodotto finito come le dimensioni, la forma, I'aspetto e la
capacita di rilascio. E pertanto necessario fare un bilancio
tra costi di preparazione e risultati ottenibili in termini di
prestazioni del sistema per poter disporre di un prodotto
realmente sfruttabile in ambito sia farmaceutico sia co-

smetico.
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