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INTRODUZIONE

La ricerca scientifica applicata allo studio e alla conservazione dei beni cultu-
rali rappresenta una fonte rilevante di innovazioni nel rispetto dei dettami del
restauro moderno. In particolare, innovazioni tecnologiche sono state pro-
dotte per la comprensione dei fenomeni di degrado di manufatti d’'interesse
storico-artistico, per lo studio di materiali antichi e delle tecniche artistiche,
per la valutazione di materiali compatibili e metodi di intervento.

Estratti biologicamente attivi (oli essenziali, idroalcolici) sono utilizzati da
numerosi decenni in campo alimentare, cosmetico, farmaceutico e medico,
per la loro spiccata azione antibatterica, antimicotica, antiossidante, antivirale
(Abu-Shanab et al., 2004; Reichling et al., 2009; Raja et al., 2012; Fernan-
dez-Lopes e Viuda-Martos 2018; Popovici et al., 2019). In questo ultimo
decennio, proprio la sicurezza ambientale e il ridotto impatto sugli operatori
hanno permesso di ipotizzare I'utilizzo di questi prodotti naturali per la con-
servazione e il restauro sostenibile dei beni culturali (Bakkali et al., 2008;
Borrego et al., 2012; Campo et al., 2019; Palla et al., 2020, 2021).

I casi studio presentati in questo elaborato fanno riferimento a estratti da pian-
te della famiglia delle Lamiaceae, che comprende diverse migliaia di specie presen-
ti in numerosi ecosistemi naturali (Harley et al., 2004). In particolare oli essenziali
di 7hymus vulgaris L. e Origanum vulgare L., cui l'analisi gas-cromatografica ha
evidenziato la presenza di mono-terpeni fenolici, principalmente timolo, carva-
crolo, cimene e terpinolo (Klari¢ et al., 2007; Gavaric et al., 2015; Ebadollahi et
al., 2020) sono stati utilizzati per contrastare colonizzazioni batteriche o fungine.
Inoltre, oli essenziali di Timo e Origano sono stati utilizzati con successo anche
nel contrasto di biofilm anche complessi (Rotolo et al., 2018; Nugi et al., 2021).
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Oltre che da Lamiaceae, oli essenziali estratti da Apiaceae, Myrtaceae, Ru-
taceae, Verbenaceae e Zingiberaceae mostrano una vasta gamma di effetti letali
e sub-letali su colonie microbiche, insetti e acari, permettendo la pianificazio-
ne di alternative ecologiche ai prodotti chimici di sintesi, come carbammati,
piretroidi, organoclorurati e organofosfati (Nerio et al., 2009; Ebadollahi et
al., 2021). Numerosi studi scientifici confermano che I'uso di sostanze chimi-
che di sintesi puo dare origine a diversi effetti negativi sull'uomo, animali e
ambiente (Arias-Estévez et al., 2008; Herndndez et al., 2013, 2017).

Al fine di definire la corretta concentrazione ¢ necessario utilizzare un ap-
proccio integrato basato su osservazioni al microscopio (ottico, fluorescenza,
elettronico), colture microbiche in vitro (Saboraud e Nutrient agar) e indagini
molecolari (analisi di regioni target del DNA genomico microbico) che, oltre
a identificare il maggior numero di taxa, permette correlare le specie microbi-
che ai componenti degli estratti vegetale.

I risultati, in accordo con i numerosi studi sinora pubblicati, confermano
che composti naturali possono rappresentare una valida alternativa ai pesticidi
chimici di sintesi, generalmente tossici e non degradabili, in grado di persiste-
re a lungo nell’'ambiente oltre che in grado di contaminare anche aree lontane
dal sito di applicazione.

IDENTIFICAZIONE SPECIE MICROBICHE

Per l'identificazione del maggior numero di specie microbiche, coltivabili e
non-coltivabili, che colonizzando un manufatto ne inducono il bio-deteriora-
mento ¢ necessario ['utilizzo di un approccio integrato, in cui le colture iz vitro
sono integrate da osservazioni in microscopia ottica ed elettronica, e indagini mo-
lecolari basate sull’analisi di specifiche sequenze del DNA genomico microbico.

Colture in vitro su terreni agarizzati (Nutrient, Sabouraud) permettono di
isolare colonie batteriche e fungine, i cui profili morfologici possono essere
osservati mediante analisi microscopica, ricorrendo anche alla colorazione con
il reagente di Lugol.

Le indagini molecolari, basate sull'amplificazione iz vitro (PCR) di speci-
fiche sequenze del genoma microbico (marcatori molecolari ITS), il sequen-
ziamento e 'analisi delle sequenze (piattaforma BLAST) permettono di iden-
tificare anche le specie microbiche non-coltivabili. In particolare utilizzando
la tecnica della reazione a catena della polimerasi (PCR, uno strumento im-
portante per la rapida identificazione di sistemi biologici), specifiche regioni
genomiche possono essere amplificate in vitro. Dei prodotti di amplificazione
¢ determinata la composizione nucleotidica (sequenziamento) e le relative
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analisi di omologia delle sequenze, consultando banche dati nucleotidiche in-
ternazionali quali NIH, Stati Uniti ed EMBL, Germania, ¢ possibile eseguire
analisi filogenetiche e identificare anche nuove specie microbiche (Gonzdlez e
Saiz-Jiménez 2004; Palla e Barresi, 2017; Palla et al., 2019).

VALUTAZIONE DELL ATTIVITA ANTIMICROBICA E APPLICAZIONE DEGLI ESTRATTI
VEGETALI

Saggi in vitro

La valutazione dell’attivitd antimicrobica degli estratti vegetali, puo essere
effettuata in vitro mediante Agar-disc diffusion, Well-plate diffusion e Mi-
cro-diluition (Balouiri et al., 2016; Barresi et al. 2017).

Nel metodo Agar disc diffusion si ricorre all’utilizzo di un disco di carta
(6 mm di diametro), imbibito con 10pl di olio essenziale (a concentrazioni
comprese tra il 6,25 e il 100%), posto sulla superficie di agar nutritivo (Nu-
trienti, Sabouraud) in capsule Petri (90 mm) precedentemente inoculato con
un’aliquota di una coltura di singole colonie batteriche o fungine, rispettiva-
mente ad una concentrazione di 1x10° CFU/ml o 1x10* conidi/ml (Borrego
et al., 2012). Dopo incubazione per 24/48 ore a 30°C, si osserva una crescita
microbica confluente, tranne nelle “aree di inibizione della crescita microbi-
c@’, il cui diametro (mm) permette di definire I'attivitd antimicrobica di un
estratto vegetale nei confronti di una specifica specie microbica (sensibile > 9
mm, resistente < 6 mm); in parallelo sono eseguiti saggi controllo utilizzando
biocidi commerciali (Barresi et al., 2015; Rotolo et al., 2018).

AGAR-DISCH DIFFUSION METHOD - DIAMETRO DELL ALONE DI INIBIZIONE DELLA CRESCITA (MM)

SOLUZIONE CONC BACILLUS MICROCOCCUS STAPHYLOCOCCUS ASPERGILLUS PENICILLIUM
BIOCIDA (0/0) SUBTILIS LUTEUS AUREUS FLAUS CHRYSOGENUM
B;”Z“/”"”"’ 3 2 7.5 14 5.5 4
cloruro

OE - Origanum |, 5 25 28 24 11 21
vulgare

OE—Thymus 155 4 39 31 9 125
vulgaris

Tab. 1 Valutazione in vitro dell attivita antimicrobica di oli essenziali di Origano e

Timo (12,5%) e del biocida commerciale Benzalconio cloruro (3%) nei confronti di
specie batteriche ¢ fungine. I[ diametro dell alone di inibizione corrisponde alla media
corrispondente a due saggilcampione. In relazione al diametro degli aloni, l'attiviti
antimicrobica é stata definita positiva = 9 mm; moderata: 6 - 9 mm; Insufficiente < 6mm.
Soluzioni di Benzalconio cloruro e di Etanolo sono state utilizzate come controllo
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Applicazione su manufatti

La soluzione di olio essenziale non puo essere applicata direttamente sulla
superfice dei manufatti, ma bensi i manufatti sono esposti alla componente
volatile del’OE. Per fare cio, ad hoc per ciascun manufatto, ¢ costruita una
“camera pulita” utilizzando film-barriera termosaldabile sorretto da una
struttura tubolare che permetta di adattare la camera pulita alle dimensioni
del manufatto. I film barriera pud essere inciso puntualmente e successi-
vamente termosaldato, permettendo cosi di effettuare specifici campiona-
menti durante il periodo di esposizione (Palla et al., 2021; Sparacello et al.,
2021).

Utilizzato questa metodologia, oli essenziali di Origano e Timo sono
utilizzati per contrastare lo sviluppo di colonie fungine e batteriche presenti
sulla superficie di sculture lignee (Aspergillus flavus) o di manufatti etno-
antropologici in pergamena (Bacillus subtilis, Georgenia sp., Ornithiniba-
cillus sp.). Inoltre, considerando l'effetto di repellenza di OE di Lamiaceae
(Ebadollahi et al., 2021) di questi oli essenziali sono state utilizzate su teste
lignee di pupi siciliani infestate da Anobium punctatum De Geer (famiglia
Anobiidae).

In un particolare caso studio, una soluzione al 15% di OFE di 7. vulgaris
L. ¢ stata utilizzata per bloccare lo sviluppo di un complesso biofilm rivelato
al di sotto di tessere del mosaico pavimentale, della Casa di Leda nel Parco
Archeologico di Solunto, Palermo (Rotolo et al., 2018).

Il complesso biofilm, rivelato durante le attivita di restauro, era presente
tra la parte inferiore delle tessere e la malta di allettamento delle stesse, pro-
vocandone il distacco. I diversi taxa che componevano il biofilm, riferibili
ai generi Bacillus, Alternaria, Aspergillus, oltre a cianobatteri Chroococcus e
alghe verdi Chlorella, sono stati identificati mediante un approccio polifasico,
basato su osservazioni al microscopio ottico, colture microbiche in vitro e
analisi molecolare (Palla e Barresi, 2017). Considerando la localizzazione del
biofilm, la soluzione di olio essenziale ¢ stata direttamente iniettata mediante
siringa e ago, inserito tra gli interstizi delle tessere. Dopo sette giorni ¢ stato
riscontrato che la soluzione di Timo, diffondendosi concentricamente dal
punto di iniezione, ha fortemente influenzato la vitalita con il biofilm che
ne ¢ venuto a contatto. Cio si evince dalla figura 1, in cui solo la parte del
biofilm non raggiunta dalla soluzione di OE presenta una colorazione vitale
(verde), vitalita confermata dall’osservazione al microscopio in fluorescenza

(Leica DMR-40).
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Fig. 1 Tessere del mosaico dopo trattamento con soluzione al 15% di OF di T vulgaris,

che diffondendosi in direzione concentrica rispetto al punto di ingresso (OE) evidenzia una
perdita di vitalita del biofilm, tranne nell'area evidenziata in alto a sinistra, in cui il biofilm
presenta ancora una colorazione verde

Implementazione dell’efficienza antimicrobica

Al fine di implementare I'efficienza antimicrobica o di ridurre i tempi di espo-
sizione, sono state definite due diverse metodologie.

In una, lesposizione ai vapori dell OE di 7. vulgaris (eseguita in camera
pulita realizzata con film barriera) ¢ preceduta dall’applicazione del corrispon-
dente estratto idro-alcolico sulla superficie di un manufatto ligneo, colonizza-
to da microrganismi deli generi Aspergillus, Streptomyces, Micrococcus.

Nellaltra, esposizione di manufatti in pelle alla componente volatile
dell’OE di 7 vulgaris ¢ stata eseguita in condizioni di vuoto (utilizzando una
pompa a diaframma e una camera pulita in plexiglass), per contrastare sia
la colonizzazione batterica (Bacillus sp., Georgenia sp., Ornithinibacillus sp. e
Streptomyces sp.) sia fungina (Aspergillus sp); i risultati mostrano che in condi-
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zioni di vuoto i tempi di esposizione posso essere notevolmente ridotti (D’A-
gostino et al., 2021).

Indipendentemente dalla metodologia, durante tutto il periodo di espo-
sizione (4-7 settimane) alle componenti volatili degli oli essenziali (mante-
nendo satura I'atmosfera interna della camera), i parametri termo-igrometrici
(Temp=22+2°C, U.R.=56+3%) esterni e interni alla camera d’esposizione
sono stati monitorati in continuo.

Lanalisi della composizione chimica degli oli essenziali di Origano e Timo
e dell’estratto idro-alcolico di Timo ¢ stata eseguita ricorrendo alla tecnica Gas
Cromatografia — Spettrometria di massa. (Adams, 2007). I composti fenolici,
quali carvacrolo e timolo, p-cymene e a-pinene, sono risultati i principali.

CONCLUSIONI

I molteplici progressi delle biotecnologie e microbiologia applicata forniscono
da alcuni anni strategie innovative per la conservazione sostenibile del patri-
monio culturale.

I risultati di numerosi studi scientifici mostrano che molecole bioattive
estratte da matrici vegetali possono rappresentare una valida alternativa ai pe-
sticidi chimici di sintesi generalmente tossici, non degradabili e persistenti a
lungo nell’ambiente, oltre che in grado di contaminare anche aree lontane dal
sito di applicazione (Arias-Estévez el al., 2008; Herndndez et al., 2013,2017).

Gli estratti da piante aromatiche sono costituiti da miscele complesse di ter-
peni, componenti aromatici e alifatici e, a parte alcune eccezioni, non mostrano
tossicitd per gli animali omeotermi e sono generalmente riconosciuti come si-
curi dall’ Environmental Protection Agency e dalla Food and Drug Administration,
USA (Burt, 2004), possono rappresentare una generazione di biocidi green che
adeguatamente incapsulati o con un rilascio controllato, possono persistere pitt
a lungo nell’'ambiente con effetti negativi molto ridotti o pari a zero.

Infine ma non ultimo, ¢ lo sviluppo di sistemi per la diffusione a freddo di
oli essenziali al fine di migliorare la qualita dell’aria in ambienti indoor utiliz-
zati per I'esposizione/conservazione del patrimonio culturale (Diaz-Alonso el
al., 2021).

RIASSUNTO

Per la definizione di strategie per la conservazione sostenibile del patrimonio culturale,
trovano sempre maggiore applicazione prodotti naturali, quali gli oli essenziali o estratti
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idro-alcolici da matrici vegetali. In questo decennio oli essenziali (OE) contenenti miscele
complesse di composti aromatici con attivitd antimicrobica (o repellenza di insetti), sono
stati utilizzati nell’industria alimentare, cosmetica, farmaceutica e medica. Consideran-
do lattivitd antimicrobica, la eco-compatibilitd e bassa tossicitd, oli essenziali ed estratti
idroalcolico da piante della famiglia delle Lamiaceae, sono stati utilizzati in progetti di
conservazione preventiva di manufatti d’interesse storico artistico. In particolare estratti
di Thymus vulgaris L. e Origanum vulgare L., la cui attivitd antimicrobica ¢ preliminar-
mente saggiata iz vitro (metodi Well plate diffusion e Agar disc diffusion), sono utilizzati
per contrastare colonizzazioni microbiche o lo sviluppo di biofilm. Al fine di definire
'adeguata concentrazione di prodotto correlandola a generi/specie microbiche, I'identifi-
cazione dei taxa ¢ eseguita ricorrendo ad un approccio polifasico basato su analisi morfo-
logica (microscopia ottica), colture iz vitro su terreni agarizzati (Nutrient o Sabouraud) e
indagini molecolari (analisi del DNA microbico genomico, sequenziamento e analisi del-
le sequenze). Lazione antimicrobica di oli essenziali di Timo e Origano ¢ stata valutata nei
confronti di colonie fungine e batteriche, oltre che di un complesso biofilm. Inoltre ¢ stata
valutata I'azione repellente in sculture lignee infestate da Anobium punctatum De Geer.
La possibile implementazione dell’azione antimicrobica dell’olio essenziale di 7. vulgaris,
¢ stata valutata combinando I'applicazione dell’estratto idro-alcolico sulla superficie di
una scultura lignea con la successiva esposizione alle componenti volatili dell’olio essen-
ziale, oppure eseguendo lesposizione in condizioni controllate di vuoto. Questi studi
confermano il possibile utilizzo di estratti da piante aromatiche come valida alternativa ai
biocidi chimici di sintesi utilizzati nel campo del restauro, in quanto rispettosi della salute
degli operatori e dell’ambiente. I risultati forniscono utili informazioni per la definizione
di protocolli “green” standardizzati.

ABSTRACT

In sustainable conservation strategies for cultural heritage, natural products are increas-
ingly used, such as essential oils or hydro-alcoholic extracts from plant. In this decade
essential oils (EOs) containing complex mixtures of aromatic compounds with antimi-
crobial (or insect repellent) activity, have been used in the food, cosmetic, pharmaceutical
and medical industries. Considering the antimicrobial activity, eco-compatibility and low
toxicity, essential oils and hydro-alcoholic extracts from plants of the Lamiaceae family,
have been used in preventive conservation of cultural assets. In particular, extracts of
Thymus vulgaris L. and Origanum vulgare L., whose antimicrobial activity is preliminarily
tested in vitro (Well plate diffusion and Agar disc diffusion methods), are used to coun-
teract microbial colonization or development of biofilms. In order to define the adequate
concentration of the product correlating it to genera/microbial species, the identifica-
tion of taxa is performed using an polyphasic approach based on morphological analy-
sis (Optical microscopy), in vitro cultures on agar media (Nutrient or Sabouraud) and
molecular investigations (genomic microbial DNA analysis, sequencing and sequence
analysis). The antimicrobial action of Thyme and Oregano essential oils was evaluated
against fungal and bacterial colonies, as well as a complex biofilm. The repellent action
in wooden sculptures infested with Anobium punctatum De Geer was also evaluated.
The possible implementation of the antimicrobial action of 7. vulgaris essential oil was
evaluated by combining the application of the corresponding alcoholic extract on the
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surface of a wooden sculpture with the subsequent exposure to the volatile components
of the essential oil, or performing exposure under controlled vacuum conditions. These
studies confirm the possible use of extracts from aromatic plants as a valid alternative to
synthetic chemical biocides used in the field of conservation/restoration, as they respect
the health of operators and the environment. The results provide useful information for
the definition of standardized “green” protocols.
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