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In sintesi

In questo studio sono state prese in considerazione tre cultivar da fibra di
Cannabis sativa L., ovvero la cultivar ‘Futura75’, la ‘Uso 31’ e la ‘Santhica
27’. Tramite idrodistillazione sono stati estratti gli oli essenziali da campioni
provenienti da diversi luoghi geografici: in particolare la ‘Uso31’ e la
‘Futura75’ provengono da Torre del Lago (LU), mentre la Santhica27 da una
coltivazione di Manciano (GR). | campioni di C. sativa L., che consistevano in
foglie ed infiorescenze, sono stati raccolti in diversi tempi di accrescimento
e sottoposti a diverse condizioni di conservazione. Le analisi hanno il
compito di stabilire le differenze nella composizione dell’olio essenziale sia
in merito alle diverse cultivar in esame, sia in merito a cambiamenti delle
condizioni ambientali, all’epoca della raccolta ed, in fine, al metodo di
conservazione.

Sono state effettuate anche le analisi dell’emissione volatile delle foglie
basali, delle foglie raccolte in prossimita delle infiorescenze, delle
infiorescenze laterali e delle infiorescenze apicali di campioni in vivo
riguardanti le cultivar ‘Uso31’ e ‘Futura75’ dei mesi di luglio, agosto e
settembre, differenziando gli esemplari che sono stati sottoposti a cimatura,
rispetto a quelli che non sono stati cimati.

Infine e stata condotta I'analisi della birra prodotta nell’lanno 2016 ed
aromatizzata con le medesime coltivazioni e I'analisi di una birra alla
Cannabis di un altro produttore per poter attuare un confronto dei risultati.

Tutte le analisi, ovvero quelle riguardanti oli essenziali ed emissione volatile
delle piante e delle birre, sono state effettuate mediante GC-MS, le seconde
previo campionamento con fibra PDMS degli spazi di testa (HS-SPME).
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1. CARATTERIZZAZIONE BOTANICA

1.1. La famiglia delle Cannabaceae

Le Cannabaceae sono piante erbacee, generalmente dioiche, che
presentano foglie di diverso genere: semplici, palmato-lobate oppure
palmato-composte, con disposizione opposta, soprattutto nella parte
inferiore del fusto. | fiori si trovano in infiorescenze cimose; quelle maschili
sono lasse e ramificate, mentre in quelle femminili, i fiori si trovano in minor
numero e con disposizione pil compatta. Caratteristica della famiglia sono
gli stami eretti nel fiore in boccio, mentre il frutto & un achenio (Botanica
farmaceutica, 2014).

1.2.La Cannabis sativa L.

Cannabis sativa L. & una specie erbacea ed annuale, appartenente alla
famiglia della Cannabaceae che vede le proprie origini nelle regioni della
Siberia e dell’Himalaya e cresce spontanea anche in Iran e Afghanistan; e
stata importata in Europa dagli Sciiti mentre € presente in Italia solo a
partire dal IV-V sec. aC. Essa € caratterizzata da steli eretti e ramificati, che
le conferiscono un’altezza intorno ai 4-5 metri, la cui parte piu interna
prende il nome di canapulo, commercialmente importante poiché vi si
ricava la fibra, e da tricomi ghiandolari che ne ricoprono pilt 0 meno
densamente la superficie. La radice e fittonante mentre le foglie sono
palmatosette: quelle basali sono opposte, mentre quelle superiori sono
alterne, raramente singole, con punte acuminate fino a 10 cm di lunghezza
e a margine seghettato. La fioritura, che dipende dal fotoperiodo, avviene
alla fine della primavera, con impollinazione anemofila ed i fiori secernono
una sostanza resinosa e ricca di cannabinoidi, mentre i frutti sono acheni
marroni con endosperma carnoso ed embrione curvo.

| semi decorticati vengono usati a scopo alimentare, sotto forma di
mangime per animali, farine ed olio, che presenta notevoli proprieta
nutraceutiche per via del suo contenuto in acidi grassi polinsaturi,
amminoacidi e proteine pregiate quali la edestina.

La dioicita, nelle varieta in cui essa & presente, si manifesta con un
dimorfismo sessuale rilevante al momento della fioritura. Questa pianta e
naturalmente dioica, ma con opportune tecniche di riproduzione controllata
si possono ottenere varieta monoiche, utili per scopi industriali.

Le maschili sono piante piu alte e meno produttive, con fioritura anticipata
rispetto a quella delle femminili; esse emettono il polline e muoiono,
mentre le piante femminili continuano il proprio ciclo vitale, assicurando lo
sviluppo e la maturazione del seme.



Per via del loro ciclo vitale anticipato, le piante maschili rendono difficoltosa
la raccolta meccanizzata, poiché la piantagione nei due sessi presenta tempi
di crescita diversi e risulta cosi eterogenea. Inoltre, fintanto che le piante
maschili non hanno terminato la loro fioritura sarebbe ancora possibile la
raccolta per sfalcio, ma in questo stadio le rese in paglia e fibre massimali
sono inattendibili e di qualita inferiore: per questo motivo esistono poche
varieta dioiche utilizzate a scopo industriale, tra cui la Dioica 88.

Nonostante lo stato naturale della pianta sia quello di dioicita, sono presenti
anche varieta monoiche, ottenute tramite selezione da parte dellluomo e
dovute a riproduzione in condizioni controllate. Agronomicamente le piante
monoiche si comportano come piante femminili e vengono per questo
preferite in ambito industriale, conferendo maggiore omogeneita alla
coltura e tali piante risultano meno attaccate da patogeni quali la Botrytis
cinerea (FNPC, 2008).

E una specie polimorfa con tassonomia molto complessa: Anderson, per
esempio, ne ha riconosciute tre specie: C. sativa, C. indica, C. ruderalis;
tuttavia questa classificazione € superata poiché non vi sono demarcazioni
nette tra tali piante e pertanto ad oggi si parla di tipi nordici (da fibra,
venduta a circa 15 euro il quintale) e meridionali, piu ricchi in THC, definiti
anche tipi da droga (Congresso “Una pianta mille utilizzi — La canapa”, Pisa,
2017).

1.3 Humulus lupulus L.

Il luppolo € un’erba perenne, dioica e a fusto volubile, apparente con foglie
profondamente divise in 3-5 lobi ovali, acuti all’apice e dentati. | fiori
maschili sono verdastri, disposti in grappoli composti situati all’ascella delle
foglie; i fiori femminili sono riuniti in grappoli all’estremita dei rami. Ciascun
cono ovoide & costituito da numerose brattee fogliacee, giallastre e
membranose a maturita, che si ricoprono I'un l'altra e che portano
numerose ghiandole contenenti I'oleoresina di colore giallo-arancio.
All'ascella di ciascuna di esse sono inseriti due fiori femminili che, dopo la
fecondazione, danno una piccola noce. E una pianta spontanea in tutta
Europa, Siberia, Caucaso, Nord America, ma la sua coltivazione € massima in
Germania, Belgio, Olanda, Inghilterra e recentemente sta avendo un buono
sviluppo anche in Italia, per via del suo uso come aromatizzante della birra.
La droga, presente in Farmacopea Europea, e costituita dalle ghiandole che
rivestono le brattee dell'infiorescenza femminile, formate da un piede
pluricellulare, sormontato da una parte slargata a coppa. Esse si presentano
come una polvere, detta luppolino, di colore giallo-bruno, granulosa, che si
agglomera facilmente e che non si lascia bagnare dall’acqua; ha odore forte
e sapore amaro. La droga contiene i flavonoidi, ed un olio essenziale
costituito per lo pilt da mono e sesquiterpeni. | composti responsabili del
sapore amaro sono invece i derivati del floroglucinolo: lupulone e



humulone, e i loro derivati, che sono presenti in concentrazione variabile dal
15 al 30%. Tradizionalmente, il luppolo e ritenuto una pianta dotata di
attivita sedativa, anche se non sono note le sostanze che ne sarebbero
responsabili. Ha anche proprieta battericide, dovute alla presenza di
fosfoglucinoli. Le proprieta estrogeniche attribuite dalla tradizione non
hanno trovato conferma nella sperimentazione su animali. Viene usato
anche per stimolare I'appetito e nel trattamento di forme lievi di insonnia.
La quantita maggiore di luppolo viene adoperata per la fabbricazione della
birra: esso viene aggiunto al malto, prima della fermentazione, perché
conferisce un sapore amaro, e contemporaneamente contribuisce, con la
sua attivita antibatterica, alla conservazione della bevanda (Botanica
farmaceutica, 2014).

1.4 Principi attivi ed uso della Cannabis

Nella C. sativa L. sono stati evidenziati numerosi composti oltre I'olio
essenziale, quali flavonoidi, zuccheri, acidi grassi, composti fenolici,
diidrostilbeni e derivati azotati.

La canapa veniva utilizzata in passato da popolazioni orientali come
medicamento per via delle sue capacita analgesiche, antisettiche ed
antiemetiche. Anche se per un lungo periodo non & stata piu oggetto di
interesse per la medicina moderna per via delle stringenti normative, la
Cannabis sativa L., ed in particolare le varieta a basso contenuto di THC ma
con alte concentrazioni di CBD e CBC, ha recentemente riacquisito notevole
interesse farmaceutico (Botanica farmaceutica, 2014).

Il corpo umano possiede specifici siti di legame per i cannabinoidi sulla
superficie di molti tipi cellulari ed il nostro organismo produce diversi
endocannabinoidi, derivati degli acidi grassi, che si legano ai recettori
cannabinoidi (CB), attivandoli. | recettori CB e gli endocannabinoidi
costituiscono il sistema cannabinoide endogeno. Alcuni fitocannabinoidi,
ovvero cannabinoidi della pianta di Cannabis, e una moltitudine di
cannabinoidi sintetici prodotti in laboratorio, mimano gli effetti degli
endocannabinoidi. Il A-9-THC (dronabinol), il  fitocannabinoide
farmacologicamente piu attivo, si lega ad entrambi | tipi di recettori finora
identificati, i recettori CB1 e CB2. Questi recettori sono stati trovati nel
sistema nervoso centrale (encefalo e midollo spinale) ed in molti organi e
tessuti periferici. Oltre alla attivazione dei recettori CB sono allo studio
parecchi altri approcci che possono influenzare il sistema cannabinoide a
scopo terapeutico, incluso il blocco dei recettori CB (antagonismo) e la
modulazione delle concentrazioni degli endocannabinoidi, tramite
I'inibizione della loro degradazione. (Grotenhermen, 2006).

L'uso della canapa per sfruttarne gli effetti psicoattivi in Italia & illecito,
anche se alquanto diffuso. Si riconoscono preparazioni con modesto tenore
in THC (2-6%) rappresentate dalla marijuana, ovvero sommita fiorite, pit o
meno mescolate a foglie e semi, che viene normalmente fumata insieme al
tabacco. Esistono anche preparazioni ad alto contenuto in THC (5-20%),
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rappresentate dalla sola resina, che, nel linguaggio corrente prende il nome
di hashish, nonché preparazioni a THC molto concentrato (>50%) come
I"hashish liquido, che vengono ottenuti grazie a solventi con apparecchi
artigianali tipo Soxhlet. L’assunzione sporadica di queste sostanze provoca
scarsi problemi somatici (secchezza boccale, congiuntive iniettate,
tachicardia), ma comporta notevoli manifestazioni psichiche: euforia,
sensazione di benessere oppure sedazione; inoltre si hanno cambiamenti
della percezione sensoriale e disturbi della coordinazione dei movimenti E
possibile anche la perdita di memoria a breve termine che comporta
difficolta nella comunicazione orale. Le allucinazioni sono piuttosto rare,
mentre sindromi deliranti con ansia, panico e depersonalizzazione, legate
all’assunzione di forti dosi, sono piuttosto comuni, anche se gli effetti sono
molto variabili a seconda del soggetto e del contesto ambientale. (Botanica
farmaceutica, 2014; Grotenhermen, 2006; Dronet.org). L'uso prolungato di
canapa porta ad alterazioni funzionali a livello bronchiale in quanto il THC e
un broncodilatatore e, come per il tabacco, la combustione della canapa
porta alla formazione di sostanze irritanti che causano, in primo luogo
bronchite cronica, seguita da modificazioni epiteliali considerate precursori
di neoplasie maligne (Botanica farmaceutica, 2014; Dronet.org).

Studi clinici hanno mostrato I'utilita terapeutica di alcuni cannabinoidi ma
attualmente, le uniche indicazioni per le quali essi sono approvati come
farmaci in alcuni Paesi, sono il trattamento della nausea e del vomito indotti
dalla chemioterapia, la stimolazione dell’appetito in pazienti con anoressia
correlata all’AIDS e la spasticita da sclerosi multipla. L'uso terapeutico della
cannabis, dei suoi estratti o di analoghi cannabinoidi esogeni & infatti
limitato dagli effetti psicotropici ad essi correlati e al loro potenziale di
sviluppare abuso negli assuntori. Sono per0 in corso di studio altre
numerose indicazioni, come un possibile utilizzo in pazienti affetti da
sindrome di Tourette, artrite reumatoide, epilessia e malattie intestinali
croniche quali il morbo di Crohn. Altre potenziali applicazioni riguardano
alcune sindromi tumorali, malattie autoimmuni come il Lupus eritematoso
ed alcune malattie neurodegenerative, come il morbo di Alzheimer, la
malattia di Huntington ed il morbo di Parkinson (Dronet.org).

La canapa a basso contenuto di THC ed alta concentrazione di CBD viene
coltivata nelle zone a clima temperato per via del suo contenuto in fibra
(fibre extraxiliari, quasi completamente cellulosiche, con modesto
contenuto in lignina), adoperata nel settore tessile e nella fabbricazione
della carta (Botanica farmaceutica, 2014).

In Europa, anche in ltalia, alcune varieta di canapa da fibra vengono
impiegate, oltre che nel settore tessile e per la produzione di carta, anche
nel settore alimentare: la farina di canapa viene comunemente utilizzata per
impasti di dolci e pane, I'olio di canapa ed i semi, dalle proprieta
nutraceutiche rilevanti, vengono impiegati non solo nell’alimentazione
umana, ma anche come mangime per il bestiame. Ad oggi, inoltre, si sta
evolvendo un nuovo utilizzo della canapa per via del crescente interesse nei
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confronti dell'alimentazione vegana, priva di derivati animali, in cui essa
viene utilizzata per la produzione di cibi succedanei dei latticini (Congresso
“Una pianta mille utilizzi — La canapa”, Pisa, 2017).

Esistono, infatti, numerosi prodotti commestibili che, tra gli altri ingredienti,
contengono anche foglie e semi di Cannabis. Le caratteristiche principali con
cui i prodotti contenenti canapa vengono descritti e pubblicizzati € I'assenza
di THC nelle loro componenti, requisito che permette ad essi di essere
commerciati in maniera lecita, oltre al marchio di certificazione biologica.

Tra i prodotti del mercato alimentare, un ampio spazio € dedicato anche alle
bevande di vario genere che contengono parti di pianta o estratti di canapa.
Si tratta di bevande di uso quotidiano, come il té ed il caffe, ma anche di
bevande energetiche, bevande alcoliche, come la birra, e addirittura
superalcolici, come I'assenzio, la vodka ed il gin. Come gli alimenti, anche
tali bevande possono essere acquistate con facilita sui siti Internet e negli
smart shop, e, seppur pill raramente, anche in alcuni supermercati.

La diversa composizione merceologica di tali prodotti rende Ianalisi
tossicologica nonché l'interpretazione dei dati, piuttosto complessa. Nello
specifico, i composti oggetto dell’interesse analitico tossicologico sono il A-
9-THC, principio attivo della canapa, ma anche altre sostanze meno legate
all'effetto stupefacente della pianta, come il cannabidiolo (CBD) e
cannabinolo (CBN), ed altri fito-cannabinoidi in grado di caratterizzare
I'origine vegetale del prodotto. Le procedure per ottenere un preparato il
pil possibile “pulito” da interferenti sono molteplici e dipendono dalla
tipologia del materiale di partenza. Tra le piu utilizzate nei laboratori di
tossicologia ci sono I'estrazione in fase in fase liquida (LLE) e I'estrazione in
fase solida (SPE). La prima si basa sulla diversa ripartizione delle molecole
nei diversi solventi; nello specifico di un’estrazione per fito-cannabinoidi, si
posso utilizzare solventi come I'esano e 'etile acetato, mentre nel caso di
una estrazione in fase solida si possono utilizzare particolati di silice o
polimerico a cui e legata una fase sufficientemente apolare per trattenere le
molecole di interesse, le quali verranno poi eluite con solventi dotati di non-
polarita maggiore. La strumentazione necessaria per questa tipologia di
determinazioni necessita di capacita identificative ad elevato potenziale, sia
a causa della complessita della matrice, sia per quanto riguarda le
concentrazioni ricercate, in alcuni casi piuttosto basse. Per questo motivo le
tecniche analitiche piu utilizzate sono la gas-cromatografia o la
cromatografia liquida ad alte prestazioni, accoppiate entrambe alla
spettrometria di massa (GC-MS, LC-MS). Queste tecniche, infatti, sono in
grado di separare i composti della matrice e successivamente di identificarli
senza ambiguita in base alle caratteristiche di indice di ritenzione e di
frammentazione, sempre costanti nelle condizioni sperimentali impiegate,
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che vengono confrontate con tipologie di frammentazione note raccolte in
librerie dedicate.

Successivamente all’analisi vera e propria, segue una fase di interpretazione
dei risultati, necessaria al fine di valutare la liceita della commercializzazione
dei prodotti. Infatti, la sola individuazione nel prodotto analizzato di fito-
cannabinoidi non psicoattivi, per esempio, non & sufficiente a classificare il
materiale come stupefacente, ma puo solamente meglio caratterizzare la
natura “vegetale” del prodotto stesso. Ben diverso € invece il caso
dell'identificazione del principio farmacologicamente attivo A-9-THC, per il
quale la percentuale massima di legge e lo 0.5%, al di sopra del quale il
materiale & considerato stupefacente, rendendone quindi il commercio e
I"utilizzo perseguibile.

Se si ingerisce un prodotto alimentare ricavato dalla canapa, occorrono
almeno 5.0 mg di THC per ottenere un effetto farmacologico; percio, anche
ipotizzando un trascurabile contenuto in sostanza psicoattiva nella pianta da
cui essi sono ottenuti, non viene comungue raggiunta la dose necessaria ad
ottenere un qualche effetto psicotropo. Per quanto riguarda |'utilizzo di
prodotti cosmetici contenenti olio di canapa, pur non essendo disponibili
dati di farmacocinetica relativi all’assorbimento di THC per via transdermica,
si ritiene che una minima presenza di THC nell'olio di canapa renda tali
prodotti cosmetici privi di una significativa attivita psicotropa. Tuttavia,
considerando 'estrema varieta di contenuto di THC nelle piante di canapa,
proprio in ragione delle differenti condizioni di coltivazione, la presenza
eventuale di THC nei semi (e quindi nell’olio) o nei prodotti alimentari da
essa ricavati, dovrebbe essere definita caso per caso mediante
determinazione del THC con opportune tecniche analitiche (Dronet.org).
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2. COLTIVAZIONE E QUADRO NORMATIVO

La coltivazione di canapa in ltalia ha avuto la sua massima espansione tra il
XIV e il XV secolo e fino alla fine del secolo scorso ricopriva circa 80.000-
100.000 ettari, subendo poi un drastico declino dovuto a fattori legislativi ed
economici. Essa veniva coltivata per lo piu in Campania, Emilia Romagna e
Piemonte, principalmente nella varieta Carmagnola. | motivi che hanno
portato al tracollo la coltivazione di canapa sono stati ) per lo piu la difficile
meccanizzazione della raccolta, per la quale ¢ richiesta molta manodopera,
1) la concorrenza esterna, lll) I'introduzione di fibre quali il cotone, il nailon
e la iuta, ma soprattutto V) la stringente legge 685/1975 che regolamenta
le sostanze psicotrope, ma che di fatto impedisce la coltivazione di questa
pianta. Nel 1990 vi e stata un’apertura da parte del Ministero
dell’Agricoltura, che ne ha reintrodotto la coltivazione per fibra, ma, a causa
del precedente divieto, si sono perse varieta e conoscenze. Ad oggi, la
coltivazione di cultivar ad uso tessile € ammessa purché il contenuto in THC
sia inferiore allo 0.2%, seppur sia presente un iter normativo complicato
(Congresso “Una pianta mille utilizzi — La canapa”, Pisa, 2017). Le stesse
vengono utilizzate occasionalmente anche per prodotti alimentari, cosmetici
e sigarette (definita “marijuana light”), avendo come cannabinoide
prevalente il cannabidiolo, privo di qualsivoglia azione psicotropa, ma che
presenta effetti sedativi.

La legge italiana piu recente che disciplina questa materia e la 242/2016,
meno stringente nei confronti del coltivatore sottoposto a controlli che
rivelino che il quantitativo di THC sia superiore allo 0.2% ma inferiore allo
0.6%. A livello europeo pero, sono ancora in via di definizione i limiti di THC
ammissibili negli alimenti a base di canapa (federcanapa.it).

Altri riferimenti normativi:

e Lalegge 22 dicembre 1975, n. 685, art. 26: Coltivazioni e produzioni

vietate.

e D.P.R. 9 ottobre 1990, n. 309 T.U. Stupefacenti.

e Il regolamento CE 1234/2007 prevede nella OCM canapa

(Organizzazione Comune di Mercato), oltre a fibre e canapulo, “Semi
di canapa, anche frantumati, diversi da quelli destinati alla semina”
(1207 99 91) — parte XXI Altri prodotti (regolamentati).

e Circolare MIPAAF (Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e

Forestali) dell’” 8 maggio 2009 stabilisce i metodi per il controllo del

THC che devono essere seguiti dalle autorita competenti e stabilisce
che “il pagamento per superficie é subordinato all’utilizzazione di
varieta di canapa aventi tenore in THC non superiore allo 0.2% “e
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o

che “gli operatori interessati dovranno dare comunicazione
sull'impianto della coltura di cannabis sativa alla pit vicina stazione
di polizia (Polizia di Stato, Corpo dei carabinieri, Guardia di Finanza,

ecc.)”.

e [Lacircolare Ministero della Salute 22 maggio 2009 ha ammesso in

Italia anche gli usi alimentari del seme di canapa dichiarando sulla
base delle indicazioni dell’istituto Superiore della Sanita, che “la
possibilita di rilevare tracce (di THC) nei prodotti di lavorazione
(farine e oli) é esclusivamente dovuta a contaminazione di organi
fiorali e all’adozione di inidonee pratiche di mondatura del seme”.

e Regolamento (CE) 1112/2009 nell’Allegato | stabilisce il metodo
comunitario per la determinazione quantitativa del A-9-
tetraidrocannabinolo (THC) nelle varieta di canapa

e Trattato sul Funzionamento dell’'Unione Europea (GUCE 26/10/2012)
riconosce tra i prodotti oggetto della politica agricola comune
(art.38-44) “la canapa greggia, macerata, stigliata, pettinata o

altrimenti preparata, ma non filata; stoppa e cascami (compresi gli
sfilacciati)” (allegato | del Trattato).

e L'ultima riforma della Politica Agricola Comune (Regolamento PAC

1307/2013) riconosce la coltivazione di canapa tra quelle ammesse a
ricevere i pagamenti della PAC, purché si tratti di semi certificati di
varieta con tenore di THC inferiore allo 0.2% .Le varieta di canapa
ammesse ai pagamenti sono iscritte al catalogo comune delle varieta
delle specie di piante agricole, consultabile online.

e |l Decreto 9 novembre 2015 sulla Cannabis farmaceutica del

Ministero della Salute, autorizza “la coltivazione delle piante di
Cannabis da utilizzare per la produzione di medicinali di origine
vegetale a base di Cannabis , sostanze e preparazioni
vegetali “ (art.1), specificando che per piante di Cannabis “si
intendono le piante diverse da quelle di canapa coltivate
esclusivamente da sementi certificate per la produzione di fibre o per
altri usi industriali, come consentito dalla normativa dell’Unione
Europea”. In tal modo introduce una distinzione inequivocabile tra
piante per usi industriali e piante per usi voluttuari.

In ultima analisi, solo le piante con tenore in A-9-tetraidrocannabinolo
inferiore allo 0,2% possono essere coltivate; tali coltivatori, oltre ad essere
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autorizzati, possono aiuti e  finanziamenti

(federcanapa.it).

percepire europei

2.1 Cultivar studiate: Santhica 27, Uso 31 e Futura 75

Si tratta di cultivar di cui & ammessa la coltivazione per via del ridotto o
nullo contenuto in THC e dunque definite varieta “da fibra”: sono, infatti,
incluse nell’Allegato Xll del Regolamento EC 2316/1999 tra le cultivar il cui
contenuto di THC ¢ inferiore allo 0.2% p/p.

La Santhica 27 € una varieta di C. sativa selezionata dalla FNPC (Fédération
Nationale des Producteurs de Chanvre), iscritta nella lista delle piante per la
cui coltura, i produttori possono ottenere finanziamenti da parte della
Comunita Economica Europea dal 2002. Dal
composizione chimica, questa varieta si caratterizza per presenza di

punto di vista della
cannabigerolo come cannabinoide dominante (di norma 2-4 volte piu
abbondante nelle infiorescenze rispetto alle foglie), mentre il tenore di
cannabidiolo non supera lo 0.1% e non contiene THC, dunque non
manifesta alcuna attivita psicotropa. L'assenza di THC & dovuta ad un
precoce arresto nel processo di formazione dei cannabinoidi, che
rimangono allo stadio di cannabigerolo (Fournier et al., 2004). Anche la
Futura 75 & una cultivar francese ed e una delle pil importate in Italia. Essa
vanta un ridotto contenuto in THC ed e caratterizzata da una certa tardivita,

caratteristica che ne rende ottimale la coltivazione nei nostri ambienti.
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Figura: Andamento del contenuto in A-9-THC e in CBG nel corso della crescita in Santhica 27

(fiori e foglie)

16




La Uso 31 & una varieta selezionata in Ucraina, con contenuto in THC
inferiore allo 0.05%, introdotta nell’Unione Europea dalla FNPC francese.
L’assenza di cannabinoidi psicotropi sembra essere imputabile all’assenza di
tricomi ghiandolari; sono infatti presenti solo peli cistolitici sulle foglie e sui
perianzi, pertanto questa mutazione determina la mancanza di attivita
farmacologica in questa precisa cultivar (Holoborodko, et al., 2014).

uso 31 SANTHICA 27 FUTURA 75

THC% d.w. <0.05 0.0 <0.05

2.1.1 Coltivazione della cultivar ‘Santhica 27’ del 2016

| campioni analizzati di questa cultivar sono stati ottenuti da una
coltivazione del 2016 di circa 0,6 ettari di terreno dell’Azienda Agricola “Le
Volle del Baroni”, in localita Le Volte, a Manciano (GR). Tale azienda lavora
in regime convenzionale, facendo uso di sostanze chimiche di sintesi; la
coltivazione avviene su sodo con minima lavorazione del terreno, poiché e
presente un corso d’acqua nelle vicinanze che e solito esondare. Questa
tecnica, in parte favorevole, perché permette una bassissima erosione del
terreno, accumulo di sostanza organica nel suolo e aumento della
biodiversita, risulta svantaggiosa per la canapa, poiché essa possiede un
apparato radicale fittonante.

La semina e stata effettuata per mezzo di una seminatrice universale il
giorno 4 aprile 2016, con sementi certificate e reperite presso il consorzio
m126 di Volterra. La densita di semina era circa 60-80 piante per metro
guadrato e distanziate di 22 centimetri nell'interfila. La pre-emergenza e
stata caratterizzata dalla scarsita delle precipitazioni ed i semi sono
germinati grazie all'umidita del suolo conferita dalla rugiada mattutina, ma
molti di essi sono abortiti a causa della successiva siccita, che si € protratta
per circa tre mesi da giugno a settembre e che ha costretto I'azienda ad
un’irrigazione di soccorso, la quale, pero, si & mostrata insufficiente ed ha
permesso il salvataggio solo di un numero ridotto di piante, in seguito
irrigate regolarmente con manichetta forata (Toscanapa.com).

2.1.2 Coltivazione della cultivar ‘Uso 31’ del 2016

| campioni di Uso 31 analizzati in questo studio sono stati ottenuti da
coltivazioni dell’Azienda Agricola Carmazzi di Torre del Lago (LU), dell’anno
2016. Essendo questa cultivar tradizionalmente utilizzata per la produzione
di fibra e seme, sono state applicate diverse tecniche agronomiche per
ottenere l'induzione a fiore. Nel 2016 sono state effettuate due semine:
nella prima semina, effettuata il 19 maggio, sono state seminate circa 468
piante (reintegrate circa il 20% dopo una settimana), con un seme per letto
di semina. Nella successiva, avvenuta il 25 maggio, sono stati collocati due
semi per letto di semina (con reintegro del 40%).
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Il terreno & stato preparato con un sovescio biologico, un concime organico
(stallatico) ed e stata effettuata una pacciamatura con film biologico a fibre
di mais per limitare la crescita delle infestanti. Per quanto concerne
I'impianto di irrigazione, e stato utilizzato un impianto classico gocciolante.
Questa tecnica ha permesso la comparsa del germoglio dopo solo 4 giorni e
guella dei cotiledoni dopo circa una settimana.

Dal momento della semina fino alla prima raccolta e successiva cimatura
apicale, le piante hanno beneficiato di un’irrigazione giornaliera di circa
mezz'ora al di, permettendo una crescita vegetativa di circa 2 centimetri al
giorno, senza particolari problemi fitopatologici.

Al quarantesimo giorno & stata interrotta l'irrigazione per 15 giorni per
preparare la pianta alla prima raccolta, avvenuta il 26 luglio 2016, favorendo
la produzione di resina ed il portamento femminile della pianta.

In seguito € stata fornita acqua alla pianta per i successivi 3 giorni, per
sostenerne la crescita ed arginare lo stress subito dopo la cimatura.

La seconda raccolta € avvenuta il 24 agosto, che ¢ risultata essere migliore
dal punto di vista della facilita di prelevamento e pulitura della cima, ma
anche dal punto di vista delle proprieta organolettiche e della resina
(Toscanapa.com).

2.1.3 Coltivazione delle cultivar ‘Uso 31’ e ‘Futura 75’ del 2017

La semina € stata effettuata la prima settimana di maggio, in alveolo da 160
fori; dopo circa 20 giorni le piantine sono state trasferite in vasi di circa 7
centimetri di diametro e poi trapiantate in pieno campo nella prima
settimana di giugno, con sesto che prevedeva 2 piante al metro e una
distanza sulla fila di 50 cm.

La preparazione del terreno ¢ stata effettuata nel periodo invernale con un
sovescio biologico, con sovescio maturo, aratura e fresatura, apportando
concime organico biologico (stallatico) all’appezzamento. Dopo la
lavorazione del terreno & stata realizzata una pacciamatura con film
biologico in fibra di mais ed & stato istallato un impianto di subirrigazione
con ala gocciolante.

Per I'induzione del fiore non sono state messe in pratica misure particolari,
se non la potatura al momento in cui la pianta aveva raggiunto l'altezza di
120 cm e lo stress idrico dovuto alla mancanza di precipitazioni.

La resa ¢ stata di 6 kg per la cultivar Uso 31 e 6.5 kg per la Futura 75.

E stato osservato che le piante che hanno beneficiato di maggiore ombra
hanno avuto una crescita migliore e sono state pil produttive in termini di
fiori.

Nella Futura 75 non sono state osservate particolari differenze tra gli
esemplari cimati in luglio e quelli non cimati, mentre nella Uso 31 ¢ stato
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possibile osservare che gli esemplari cimati hanno prodotto maggiori
ramificazioni rispetto a quelli non cimati. (Carmazzi e lannone, 2017)
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3. L’OLIO ESSENZIALE DI CANNABIS SATIVA

3.1. Gli oli essenziali e la loro estrazione

Gli oli essenziali sono miscele complesse di sostanze organiche di varia
natura chimica (terpeni e loro derivati ossigenati, alcoli, aldeidi, chetoni,
esteri, acidi, idrocarburi, ecc.) estratte per lo piu da materiale vegetale.
Sono sostanze oleose, liquide, con caratteristiche lipofile, dotate di elevata
volatilita e profumate, come le piante da cui derivano; solitamente queste
sostanze sono isolabili come liquidi oleosi, immiscibili in acqua. Per
definizione, I'olio essenziale si ottiene, ad eccezione di quello di agrumi che
viene ottenuto col metodo della spremitura delle bucce, tramite
distillazione in corrente di vapore. Questo metodo sfrutta la legge delle
pressioni parziali di Dalton, secondo la quale in una miscela di due o piu gas,
che non reagiscono tra loro, ciascun componente esercita una pressione
parziale uguale a quella che eserciterebbe se occupasse da solo tutto il
volume a disposizione.

In questo modo il punto di ebollizione corrisponde alla temperatura a cui la
somma delle pressioni parziali eguaglia quella atmosferica, generalmente,
cioe, a una temperatura inferiore rispetto a quella di ebollizione del
componente piu volatile (frazione acquosa), dunque minore di 100°C.
L’estrazione avviene velocizzando il processo di idrodiffusione, cioé I'acqua
penetra all'interno delle cellule vegetali per osmosi e favorisce la fuoriuscita
i componenti volatili, portandoli all’esterno di essa, dove vengono
vaporizzati. Questo procedimento si effettua per mezzo di un idrodistillatore
Clevenger (Manuale dell’erborista, 2005).

3.2 L’olio essenziale di canapa

Nella canapa la droga & rappresentata dalle infiorescenze femminili, in cui
I'olio essenziale si  accumula e viene secreto da strutture
extracitoplasmatiche che prendono il nome di tricomi ghiandolari, presenti
in misura maggiore su brattee e fiori. A seconda delle proporzioni di THC e
CBD si distinguono diversi chemiotipi: “da droga” se il quantitativo di THC e
molto superiore rispetto al CBD, “da droga intermedio” se & di poco
superiore, mentre abbiamo i chemiotipi “da fibra” se il contenuto in THC e
minoritario.

Il tempo balsamico, ottimale per la raccolta che deve avvenire
preferibilmente in maniera manuale, € circa 1-3 settimane prima della
maturazione di tutti i semi, con una resa in olio essenziale intorno allo 0.1-
0.4% in peso. Nella sua composizione quali-quantitativa intervengono
diverse variabili, tra cui le pratiche agronomiche scelte per la coltivazione,
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ma solitamente la frazione maggioritaria € composta da mono e
sesquiterpeni, infatti gli oli essenziali di diverse cultivar di C. sativa sono
accomunati dalla presenza pressoché ubiquitaria di alcuni composti
terpenici che ne caratterizzano la composizione, tra cui a- e B-pinene,
limonene, cis e trans-B-ocimene, myrcene, a-humulene e caryophyllene
oxide.

| principi attivi pit importanti e caratterizzanti sono pero i cannabinoidi, un
gruppo di terpenofenoli a via biosintetica mista, che sono accumulati in
grande quantita all’'interno di tricomi ghiandolari della Cannabis sativa; sono
circa 151 molecole, di cui solo una decina si trova naturalmente nella
canapa, mentre gli altri si ottengono per emisintesi o degradazione; i piu
famosi sono cannabicromene, cannabidiolo e tetraidrocannabinolo. Per via
degli effetti psicotropi di quest’'ultimo, preparazioni come la marijuana e
I’hashish vengono utilizzate da secoli come droghe illecite. Da quando sono
stati scoperti degli specifici recettori per il tetraidrocannabinolo, sia nel
cervello che in tessuti periferici, i cannabinoidi hanno attratto rinnovato
interesse in numerose applicazioni mediche, come la riduzione della
percezione del dolore, della nausea causata dalla chemioterapia per il
cancro e controllo della spasticita e del tremore in pazienti con sclerosi
multipla, nonché per l'artrite (Congresso “Una pianta mille utilizzi — La
canapa”, Pisa, 2017). Prima del 1990, i precursori di tutti i terpenoidi,
isopentenilpirofosfato (IPP) e dimetilallilpirofosfato (DMAPP), si pensava
fossero biosintetizzati esclusivamente tramite la via del mevalonato (MVA).
Studi successivi hanno mostrato che molti terpenoidi vegetali vengono
biosintetizzati tramite la via del deossixilulosio-5-fosfato. Esso e formato da
una gliceraldeide-3-fosfato ed il piruvato, tramite 'azione catalitica della
deossixilulosio-5-fosfato sintasi e convertito in metileritritolo-fosfato (MEP).
Nelle piante superiori questi pathway sono collocati in compartimenti
diversi: la via del MEP si trova nei plastidi, mentre quella del MVA nel
citoplasma. La via predominante per la produzione di cannabinoidi & quella
del MEP, che produce geranilpirofosfato, il quale si condensa per via
enzimatica con I'acido olivetolico, generando il cannabigerolo, precursore di
tutti i cannabinoidi, tramite reazioni catalizzate; per esempio, grazie
all’enzima THC acido sintasi, si ha la ciclizzazione per formare THC-A, il quale
tramite il calore viene decarbossilato a THC nella sua forma attiva
(Fellermeier et al., 2001).
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& FEBS 2001 Biosynthesis of cannabinoids (Eur. J. Biochem. 268) 1597

Fig. 1. Biosynihesis of hich ic acid (6), tetrahydrocannabinolic acid (7) and cannabidiolic acid (8) according to published
mechanisms [T-11].

Nel 2016 e stata regolamentata la coltivazione di Cannabis sativa a scopo
medicinale, ma non l'uso dell’olio essenziale, materia per la quale non esiste
una legge precisa neanche a livello europeo, pertanto esso pud essere usato
solo come deodorante ambientale e profumazione per cosmetici.

Alcuni studi hanno anche dimostrato [|'attivita antibatterica dell’olio
essenziale nei confronti di patogeni quali Escherichia coli e Staphilococcus
aureus, oltreché quella insetticida (Congresso “Una pianta mille utilizzi — LA
CANAPA”, Pisa, 2017).

Il profumo della Cannabis € una peculiarita di questa pianta. Il suo aroma
non origina dai cannabinoidi terpenofenolici, ma dalla sua frazione piu
volatile composta da mono- e sesqui-terpeni, tanto che i cani antidroga, per
identificare I’hashish non vengono addestrati a riconoscere I'odore del THC
ma quello del sesquiterpene caryophyllene oxide. Nella canapa sono stati
identificati, secondo Turner et al. (1980) 58 monoterpeni e 38
sesquiterpeni. Tramite distillazione in corrente di vapore & possibile
concentrare questi componenti in oli essenziali, utilizzati in diversi ambiti,
poiché impartiscono il tipico aroma di canapa in cosmetici, saponi,
shampoo, creme, oli, profumi e anche cibi. Un uso addizionale & previsto in
aroma terapia e per la protezione delle piante, poiché grazie al suo
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contenuto in limonene ed a-pinene, dimostra un’azione repellente nei
confronti di molti insetti. Per via della sua attivita batteriostatica, I'olio
essenziale di Cannabis sativa viene utilizzato anche contro patogeni quali la
peronospora della patata, Phytophthora infestans. (Mediavilla and
Steinemann, 1997)
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4. OBIETTIVI

Questo studio si concentra sull'indagine fitochimica dell’olio essenziale e dei
componenti volatili di diverse cultivar di Cannabis sativa L., e della birra con
esse aromatizzata, perseguendo una serie di obiettivi:

- Caratterizzare in termini fitochimici le diverse cultivar di Cannabis
sativa L., cresciute in condizioni ambientali e colturali diverse;

- Definire quali cultivar, tra i campioni analizzati, sono piu produttive
in termini di olio essenziale;

- Valutare il profilo volatile dell’emissione della pianta;

- Valutare quali composti della canapa si trovano nella birra in seguito
all’laromatizzazione.
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5. ANALISI DELL’OLIO ESSENZIALE
5.1. Cultivar Uso 31

5.1.1. Raccolta di luglio 2016

Le analisi dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ di luglio 2016, sono state
condotte a partire dalla distillazione in duplicato di campioni provenienti
dalla coltivazione di Torre del Lago, congelati subito dopo la raccolta. La resa
in olio essenziale & dello 0.04% peso/peso e la composizione € riportata in
Tabella 1. L'analisi della composizione degli oli essenziali estratti ha
evidenziato una preponderanza di monoterpeni idrocarburi. Il composto piu
rilevante & il myrcene, la cui abbondanza relativa si attesta intorno al 20.0%,
seguito da a- e B-pinene, limonene, terpinolene, ed (E)-B-Ocimene. La
seconda classe chimica piu rappresentata € quella dei sesquiterpeni, sia in
forma idrocarburica che ossigenata: tra questi i piu abbondanti sono il B-
caryophyllene, l'a-humulene, oltreché il  caryophylleneoxide e
I"humuleneoxide Il. Sono presenti anche cannabinoidi quali il cannabidiolo,
di cui si registra una percentuale significativa, oltreché il cannabichromene,
presente, pero, solo in tracce.

Tabella 1 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ raccolta a Torre
del Lago nel mese di luglio 2016 e conservata fresca

KI Nome Composto Contenuto medio(%)
857 (E)-2-Hexenal 0.10 +0.09
859 (E)-3-Hexen-1-ol 0.09+0.08
870 1-Hexanol 0.01
891 2-Heptanone 0.01
901 Heptanal 0.23+0.03
910 Santolina triene 0.16+£ 0.04
931 a-Thujene 0.01
940 a-Pinene 8.15+£0.07
954 Camphene 0.18
977 Sabinene 0.19+ 0.03
980 B-Pinene 4.17+0.03
992 Myrcene 19.94+2.89
1005 a-Phellandrene 0.18+0.01
1011 5-3-Carene 0.16
1018 a-Terpinene 0.35+0.18
1027 p-Cimene 0.01
1031 Limonene 3.87£0.02
1041 (Z)-B-Ocimene 0.74+0.15
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105 (E)-B-Ocimene 23.84+13.71
1051 Terpinolene 4.82
1062 y-Terpinene 0.01
1070 cis-Sabinene hydrate 0.01
1089 Perillene 0.51+0.13
1099 Nonanal 0.30+0.08
1103 a-Terpineol 0.09+0.09
1127 a-Campholenal 0.01+0.01
1141 trans-Pinocarveol 0.06+0.06
1179 Hexyl butyrate 0.26+0.02
1090 p-Mentha-2,4(8)-diene 0.01+0.01
1164 Pinocarvone 0.10+0.09
1193 Myrtenol 0.21+0.09
1230 Citronellol 0.01
1245 Carvone 0.01
1391 B-Elemene 0.09
1405 (Z)-Caryophyllene 0.01
1416 a-cis-Bergamotene 0.07+£0.07
1418 B-Caryophyllene 9.50+1.42
1438 a-trans-Bergamotene 1.15%0.07
1444 (Z)-B-Farnesene 0.08+0.08
1455 a-Humulene 3.9240.52
1459 (E)-B-Farnesene 2.78+0.1
1475 cis-B-guaiene 0.51+0.07
1485 B-Selinene 1.7940.1
1495 a-Selinene 1.44+0.17
1503 Germacrene A 0.24+0.01
1509 B-Bisabolene 0.29+0.06
1516 Sesquicineole 0.08+0.08
1518 7-epi-a-Selinene 0.30+0.04
1542 B-Sesquiphellandrene 0.19+0.03
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.26+0.25
1545 cis-Sesquisabinene hydrate 0.09+0.09
1551 Elemol 0.18+0.05
1556 Germacrene B 0.24+0.01
1562 Geranyl butyrate 0.19+0.02
1563 (E)-Nerolidol 0.96+0.08
1582 Caryophyllene oxide 8.61+2.07
1587 Gleenol 0.17+0.06
1596 Guaiol 0.60+0.01
1607 Humulene oxide |l 3.0340.70
1623 10-Epi-y-eudesmol 0.21+0.21
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1628 1-epi-Cubenol 0.43+0.07
1633 (E)-Sesquilavandulol 0.11+0.11
1641 Epoxy-alloaromadendrene 0.08+0.08
1643 Cubenol 0.15+0.15
1653 Selin-11-en-4-a-ol 0.34+0.03
1667 Intermedeol 0.37+0.01
(E)-14-Hydroxy-9-epi-
1670 caryophyllene 0.98+0.01
1683 a-Bisabolol 0.62+0.03
1693 Juniper campo 0.31+£0.04
2427 Cannabichromene 0.01
2431 Cannabidiol 1.87+1.21
Non terpeni 1.15+0.14
Monoterpeni idrocarburi 54.64+0.88
Monoterpeni ossigenati 0.77+£0.30
Sesquiterpeni idrocarburi 22.86+2.87
Sesquiterpeni ossigenati 17.55+2.70
Cannabinoidi 1.87+1.21
Totale identificato % 99.17+0.12

5.1.2. Raccolta di luglio 2017

L’analisi dell’olio essenziale ottenuto dalla distillazione del campione fresco
di C sativa L. ‘Uso 31’ raccolto nel mese di luglio 2017, ¢ riportata nella
Tabella 2. A causa della resa molto bassa, inferiore allo 0.01%, la raccolta
dell'olio essenziale & avvenuta per mezzo di una diluizione con esano HPLC:
non & stato possibile, quindi, calcolare la resa di distillazione. La
composizione di tale olio € dominata da sesquiterpeni e cannabinoidi
(presenti sotto forma di cannabidiolo in concentrazioni superiori al 20.0%,
mentre erano quasi del tutto assenti i monoterpeni idrocarburi ed
ossigenati, rappresentati solo in tracce.

Tabella 2 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ raccolta
a Torre del Lago nel mese di luglio 2017 e conservata fresca

Kl Nome composto %
1041 (Z)-B-Ocimene Tr
1103 Nonanal Tr
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1123 trans-Pinene hydrate Tr

1300 n-Tridecane Tr

1351 a-Cubebene 0.1
1361 a-Ylangene 0,1
1376 a-Copaene 0.3
1384 a-Bourbonene 0.2
1390 B-Cubebene 0.3
1405 (Z)-Caryophyllene 0.8
1418 B-Caryophyllene 20.8
1429 B-Copaene 0.2
1438 trans-a-Bergamotene 4.5
1453 a-Humulene 8.5
1467 9-epi-(E)-Caryophyllene 6.9
1478 Germacrene D 1.9
1480 y-Muurolene 0.3
1486 B-Selinene 0.3
1488 cis-B-Guaiene 2.2
1490 a-Selinene 2.5
1499 a-Muurolene 0.4
1505 6-Amorphene 0.4
1512 cis-y-Cadinene 1.0
1514 trans-y-Cadinene 1.4
1518 7-Epi-a-selinene 0.6
1522 b-Cadinene 1.9
1531 (E)-y-Bisabolene 0.6
1532 Cadina-1,4-diene 0.3
1539 a-Cadinene 0.2
1545 cis-Sesquisabinene hydrate 0.2
1551 Elemol 0.1
1556 Germacrene B 0.2
1576 Spathulenol 0.8
1583 Caryophyllene oxide 5.9
1594 Longiborneol 0.1
1605 5-epi-7-epi-a-Eudesmol 0.2
1608 Humulene oxide |l 2.5
1627 trans-1solongifolanone 0.5
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 2.7
1650 a-Muurolol 0.7
1640 epi-a-Cadinol 0.2
1642 Hinesol 0.4
1654 Intermedeol 0.6
1667 (Z)-a-Santolol 0.1

28



1668 14-Hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene Tr
1672 Aromadendrene oxide-(1) 1.7
1676 Aromadendrene oxide-(2) 0.5
1683 a-Bisabolol 0.3
1685 epi-a-Bisabolol 0.5
1720 (E),(E)-Farnesol 0.2
2218 (E)-Phytol acetate 1.9
2431 Cannabidiol 21.5
Non terpeni Tr
Monoterpeni idrocarburi Tr
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 56.7
Sesquiterpeni ossigenati 18.6
Cannabinoidi 21.5
Totale identificato% 98.6

5.1.3 Raccolta di agosto 2017, cimata

L'analisi dell’olio essenziale della C. sativa L. ‘Uso 31" & riportata
integralmente in Tabella 3. Non e stato possibile calcolarne la resa perché
I'olio essenziale prodotto era inferiore allo 0.01% e pertanto e stato
prelevato previa diluizione con esano HPLC nel braccio clevenger. Tale olio
essenziale risulta essere ricco in composti di natura non terpenica, quasi
interamente rappresentati dall’n-tricosane (34.3%). Seguono i sesquiterpeni
idrocarburi, di cui il B-caryophyllene, I'alloaromadendrene, I'a-humulene ed
il B-selinene, ed i monoterpeni ossigenati, registrati al 23.6%, di cui circa
meta del contributo proviene dal caryophyllene oxide. Non sono presenti
monoterpeni idrocarburi, né i loro derivati ossigenati.

Tabella 3 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ cimata
raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome composto %
1391 B-Elemene 0.3
1416 cis-a-Bergamotene 04
1418 B-Caryophyllene 8.9
1438 trans-a-Bergamotene 3.3
1444 (Z)-B-Farnesene 0.3
1455 a-Humulene 4.0
1461 Alloaromadendrene 8.1
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1467 9-epi-(E)-Caryophyllene 0.1
1475 B-Chamigrene 0.2
1479 y-Selinene 0.1
1485 B-Selinene 4.0
1495 a-Selinene 2.4
1503 Germacrene A 0.3
1509 B-Bisabolene 0.7
1519 Sesquicineole 0.3
1520 7-epi-a-Selinene 0.2
1523 B-Sesquiphellandrene 0.5
1537 a-Cadinene 0.4
1545 cis-Sesquisabinene hydrate 0.3
1556 Germacrene B 0.2
1566 (E)-Nerolidol 1.3
1574 Dendrolasin 0.5
1681 Caryophyllene oxide 10.9
1683 Globulol 0.3
1607 Humulene oxide Il 3.1
1619 Bisabolol oxide Il 0.1
1633 (E)-Sesquilavandulol 0.9
1636 Caryophylla-4(14), 8(15)-dien-5-a-ol 0.8
1654 Selin-11-en-4-a-ol 0.7
1680 Longiborneol acetate 0.7
1682 Acorenone 2.6
1683 a-Bisabolol 0.6
1684 epi-a-Bisabolol 1.0
1758 Cyclocolorenone 0.4
1843 (E),(E)-Farnesyl acetone 0.3
1900 n-Nonadecane 0.1
2198 (E),(E)-Farnesyl acetate 0.5
2218 Phytol acetate 0.4
2300 n-Tricosane 34.3
2431 Cannabidiol 0.8
2500 Pentacosane 2.2
Non terpeni 37.8
Monoterpeni idrocarburi -
Monoterpeni ossigenati -
Sesquiterpeni idrocarburi 34.6
Sesquiterpeni ossigenati 23.6
Totale identificato 97.72

30




5.1.4 Raccolta di agosto 2017, non cimata

Dall’analisi dell’olio essenziale della C. sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 4) emerge
che la classe chimica maggiormente rappresentata e quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, con un’abbondanza relativa del 49.7% e
comprendenti il B-caryophyllene (21.5%) e l'alloaromadendrene (4.6%).
Seguono i sesquiterpeni ossigenati, la cui abbondanza relativa € registrata al
45.0%, rappresentati maggiormente dal caryophyllene oxide (21.5%). Sia i
monoterpeni ossigenati che i non terpeni si registrano all’1%, mentre i
monoterpeni idrocarburi sono presenti solo in tracce. La resa di questo olio
e molto bassa, inferiore all0 0.01%, motivo per il quale & stato prelevato
previa diluizione con esano HPLC nel braccio clevenger.

Tabella 4 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’, non
cimata raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome Composti %
992 Myrcene Tr
1031 Limonene Tr
1051 (E)-B-Ocimene Tr
1087 Fenchone 0.5
1147 trans-Verbenol Tr
1230 cis-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 0.2
1231 cis-Carveol 0.2
1245 Carvone 0.2
1391 B-Elemene 0.3
1405 (Z)-Caryophyllene 0.1
1409 a-Cedrene 0.1
1418 B-Caryophyllene 21.5
1438 trans-a-Bergamotene 2.5
1443 (Z)-B-Farnesene 0.4
1450 epi-Cedrane 7.9
1461 Allo-aromadendrene 4.6
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.1
1475 B-Chamigrene 0.2
1477 y-Muurolene 0.1
1485 B-Selinene 0.9
1492 Valencene 3.9
1493 5-Selinene 3.1
1509 B-Bisabolene 0.8
1516 Sesquicineole 0.5
1518 7-epi-a-Selinene 0.6
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1524 B-Sesquiphellandrene 0.7
1532 Citronellyl butanoate 0.3
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.8
1556 Germacrene B 0.2
1564 epi-Longipinanol 1.1
1565 Ledol 0.5
1579 trans-Sesquisabinene hydrate 1.1
1581 Caryophyllene oxide 22.3
1595 Carotol 0.1
1606 B-Oplopenone 0.4
1607 1,10-di-epi-Cubenol 0.3
1609 Humulene oxide Il 5.8
1623 10-epi-y-Eudesmol 0.5
1632 y-Eudesmol 0.5
1640 3-iso-Thujapsanone 0.5
1641 Cubenol 1.0
1641 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 0.8
1644 Selina-3,11-dien-6-ol 0.5
1660 selin-11-en-4-a-ol 0.7
1666 Bulnesol 0.7
1676 (Z)-a-Santalool 0.1
1678 Guaia-3,10(14)-dien-11-ol 0.2
1679 Aromadendrene oxide-(1) 2.3
1685 epi-a-Bisabolool 0.2
1693 Juniper camphor 0.2
1701 Caryophyllene acetate 0.5
1714 14-hydroxy-a-Humulene 0.1
1718 (E)-Nerolidol 0.1
1721 (E),(E)-Farnesol 0.5
1761 Cyclocolorenone 0.3
1843 (E),(E)-Farnesyl acetate 0.2
1915 Farnesyl acetone 0.2
1929 Cembrene 0.2
1995 p-Camphorene 0.3
2218 Phytol acetate 3.6
2431 Cannabidiol 1.0
Non terpeni 1.0
Monoterpeni idrocarburi Tr
Monoterpeni ossigenati 1.0
Sesquiterpeni idrocarburi 49.7
Sesquiterpeni ossigenati 45.0
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Totale identificato 98.06

5.1.5 Raccolta di settembre 2017

L'analisi dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ & rappresentata
integralmente in Tabella 5. La classe chimica prevalente & quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, comprendenti il B-caryophyllene attestato
all’11.7%. Seguono i sesquiterpeni ossigenati, registrati ad un’abbondanza
relativa del 25.0%, di cui il caryophyllene oxide ed i cannabinoidi (16.6%),
quasi totalmente rappresentati dal cannabidiolo (16.4%). | monoterpeni
idrocarburi si attestano al 15.2%, di cui il myrcene, I'a- ed il B-pinene. Non &
stato possibile calcolare la resa perché inferiore allo 0.01% e per questo
motivo |'olio € stato prelevato previa diluizione con esano HPLC nel braccio
Clevenger.

Tabella 5 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Uso 31’ raccolta
a Torre del Lago nel mese di settembre 2017

KI Nome Composto %
909 Santolina triene 0.1
940 a-Pinene 3.8
954 Camphene Tr
980 B-Pinene 1.6
992 Myrcene 53
1005 a-Phellandrene Tr
1012 5-3-Carene Tr
1019 a-Terpinene Tr
1031 Limonene 1.1
1041 (Z)-B-Ocimene 0.2
1051 (E)-B-Ocimene 1.2
1089 Terpinolene 1.9
1100 Linalool Tr
1104 Nonanal 0.5
1116 exo-Fenchol Tr
1164 Pinocarvone 0.2
1182 iso-Pinocampheol 0.2
1191 a-Terpineol 0.1
1369 a-Ylangene Tr
1385 n-Hexyl hexanoate 0.2
1391 B-Elemene 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 0.4
1418 B-Caryophyllene 11.7
1438 a-trans-Bergamotene 1.6
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1454 Guaia-6,9-diene 0.3
1455 a-Humulene 4.8
1461 Alloaromadendrene 2.9
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.2
1475 B-Chamigrene 0.3
1476 y-Himachalene 0.3
1479 y-Selinene 1.4
1485 B-Selinene 3.9
1495 a-Selinene 3.7
1505 5-Amorphene 0.6
1513 (Z)-y-Bisabolene 0.5
1515 B-Curcumene 0.2
1518 7-epi-a-Selinene 1.3
1523 6-Cadinene 0.4
1529 Citronellyl n-butyrate 0.6
1542 Selina-3,7(11)-diene 3.7
1543 a-Calacorene 0.4
1556 Germacrene B 0.5
1565 (E)-Nerolidol 1.0
1581 Caryophyllene oxide 5.8
1600 B-Oplopenone 0.5
1607 Humulene oxide Il 2.2
1627 10-epi-y-Eudesmol 2.4
1630 Eremoligenol 0.3
1634 y-Eudesmol 0.4
1640 Epoxy-alloaromadendrene 1.2
1641 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 1.1
1660 Neo-intermedeol 0.8
1664 7-epi-a-Eudesmol 0.5
1665 Intermedeol 0.6
1666 Bulnesol 1.0
1670 B-Atlantol 0.7
1678 (Z)-a-Santalol 2.4
1679 Acorenone B 04
1683 epi-a-Bisabolol 1.1
1695 Juniper camphor 1.3
1714 (E)-Nerolidol acetate 0.6
1718 14-Hydroxy-o-Humulene 0.2
1748 Cyclocolorenone 0.2
1765 (Z)-Lanceol 0.2
1807 Nootkatone 0.3
1917 Neocembrene 0.2
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2300 n-Tricosane 0.1
2427 Cannabichromene 0.2
2431 Cannabidiol 16.4
Non terpeni 0.7

Monoterpeni idrocarburi 15.2

Monoterpeni ossigenati 0.5
Sesquiterpeni idrocarburi 39.7
Sesquiterpeni ossigenati 25.0

Cannabinoidi 16.6

Totale identificato 97.7

5.2 Cultivar Futura 75

5.2.1. Raccolta di luglio 2017

L’analisi dell’'olio essenziale di C. sativa L. della cultivar ‘Futura75’ raccolta
nel mese di luglio 2017 a Torre del Lago ed ottenuto dalla distillazione della
pianta fresca, ha evidenziato la prevalenza dei sesquiterpeni ossigenati
rispetto alle altre classi chimiche: tra di essi figurano il caryophylleneoxide e
I"humuleneoxide 1l. La seconda classe di composti maggiormente
rappresentata € quella dei sesquiterpeni idrocarburi, i quali si attestano al
40.6%, come mostrato in Tabella 6. Ridotto e il contenuto in monoterpeni
idrocarburi ed ossigenati, fra i quali sia I'a- che il B-pinene sono stati rilevati
in tracce. Il contenuto in cannabinoidi, rappresentati dal cannabidiolo, e
piuttosto elevato e si attesta all’8.4%. Poiché la resa dell’olio essenziale &
molto bassa, ovvero inferiore allo 0.01%, I'olio essenziale e stato prelevato
previa diluizione con esano HPLC.

Tabella 6 — Composizione dell’'olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75
raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017 e conservata fresca

KI Nome composto %
940 a-Pinene Tr
954 Camphene 0.3
980 B-Pinene Tr
1031 Limonene 1.0
1051 (E)-B-Ocimene 0.2
1103 Nonanal Tr
1116 Exo-fenchol Tr
1391 7-epi-Sesquithujene 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 1.0
1416 cis-a-Bergamotene 0.4
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1418 B-Caryophyllene 20.0
1438 trans-a-Bergamotene 2.4
1443 (Z)-B-Farnesene 0.1
1449 epi-B-Santalene 0.2
1456 a-Humulene 7.2
1459 (E)-B-Farnesene 6.07
1480 Germacrene D Tr
1485 B-Selinene 0.6
1495 a-Selinene 0.5
1509 B-Bisabolene 0.4
1513 Sesquicineole 0.6
1514 B-Curcumene 0.4
1524 B-Sesquiphellandrene 0.7
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.3
1547 cis-Sesquisabinene hydrate 0.2
1551 Elemol 0.3
1556 Germacrene B 0.4
1575 Spathulenol 0.8
1582 Caryophyllene oxide 19.8
1595 Carotol 0.3
1605 5-epi-7-epi-a-Eudesmol 0.2
1607 Humulene oxide Il 5.7
1615 Humulane-1,6-dien-3-ol 1.8
1623 B-Cedrene epoxide 0.5
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 8.3
1641 Epoxy-alloaromadendrene 0.6
1649 B-Eudesmol 0.3
1653 a-Eudesmol 0.7
1668 (E)-14-Hydroxy-9-epi-Caryophyllene 1.3
1675 (Z)-Santalool 3.8
1685 epi-a-Bisabolol 0.4
1693 (Z)-trans-a-Bergamotol 0.4
1695 Juniper camphor 0.2
1950 Phytol 0.8
2100 n-Heneicosane 1.1
2431 Cannabidiol 8.4
Non terpeni 1.1
Monoterpeni idrocarburi 1.5
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 40.6
Sesquiterpeni ossigenati 46.1
Cannabinoidi 8.4
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Totale identificato (%) | 98.5

5.2.2 Raccolta di agosto 2017, cimata

Dall’analisi dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75’ (Tabella 7), emerge
che la classe chimica preponderante e quella dei sesquiterpeni idrocarburi, i
quali si attestano al 53.1%, di cui fanno parte il B-caryophyllene, I'a-
humulene ed il B-selinene. La seconda classe piu rappresentata € quella dei
sesquiterpeni ossigenati, che si registrano al 32.1% in cui il caryophyllene
oxide & il composto a maggior abbondanza relativa (12.2%). Seguono i
cannabinoidi, che si attestano all'8.9%, per lo piu rappresentati dal
cannabidiolo, mentre le altre classi chimiche sono quantitativamente poco
rilevanti. Poiché la resa dell’olio essenziale € molto bassa, ovvero inferiore
allo 0.01%, I'olio essenziale e stato prelevato previa diluizione con esano
HPLC.

Tabella 7 — Composizione dell’'olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75,
cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome composto %
940 a-Pinene 0.8
980 B-Pinene 0.4
992 Myrcene 1.2
1031 Limonene 0.2
1041 (2)-B-Ocimene 0.1
1051 (E)-B-Ocimene 0.2
1103 Nonanal 0.1
1158 B-Pinene oxide 0.2
1376 a-Copaene 0.1
1405 (2)-Caryophyllene 1.0
1418 B-Caryophyllene 28.8
1438 a-trans-Bergamotene 0.5
1440 a-Guaiene 0.2
1455 a-Humulene 9.4
1461 Alloaromadendrene 2.1
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.2
1474 y-Himachalene 1.5
1475 B-Chamigrene 1.0
1485 B-Selinene 4.1
1495 a-Selinene 3.2
1507 (E),(E)-a-Farnesene 0.6
1513 trans-y-Cadinene 0.2
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1518 7-epi-a-Selinene 0.2
1523 b-Cadinene 0.1
1565 (E)-Nerolidol 0.3
1581 Caryophyllene oxide 12.2
1585 Gleenol 0.4
1590 Viridiflorol 0.5
1507 Humulene oxide Il 3.2
1580 (Z)-Sesquilavandulol 0.5
1598 (E)-Sesquilavandulol 0.2
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 2.6
1641 Epoxy-alloaromadendrene 5.0
1653 Selin-11-en-4-a-ol 0.4
1654 a-Eudesmol 2.2
1676 (Z)-a-Santalool 2.8
1676 Acorenone B 0.3
1683 epi-a-Bisabolool 1.6
2218 Phytol acetate 0.2
2431 Cannabidiol 8.9
Non terpeni 0.2
Monoterpeni idrocarburi 2.9
Monoterpeni ossigenati 0.2
Sesquiterpeni idrocarburi 53.1
Sesquiterpeni ossigenati 32.2
Cannabinoidi 8.9
Totale identificato 97.60

5.2.3 Raccolta di agosto, non cimata

L’analisi dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75’ (Tabella 8), evidenzia
che la classe chimica piu rappresentata e quella dei sesquiterpeni
idrocarburi, che si attestano al 54.0% sul totale e che comprendono il B-
caryophyllene ed il 9-epi-(E)-caryophyllene. Seguono i sesquiterpeni
ossigenati registrati al 33.4%, comprendenti il guaiol (11.9%) ed il
caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-o0l  (6.7%) e i cannabinoidi (7.1%),
rappresentati quasi per la totalita dal cannabidiolo. Le altre classi chimiche
sono presenti in quantitativi relativi molto bassi. A causa della resa molto
bassa (inferiore allo 0.01%) l'olio essenziale & stato prelevato previa
diluizione con esano HPLC nel braccio clevenger.

38



Tabella 8 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75’, non
cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome composto %
940 a-Pinene 0.8
980 B-Pinene 0.4
992 Myrcene 04
1005 a-Phellandrene Tr
1012 5-3-Carene 0.9
1031 Limonene 0.2
1041 (Z)-B-Ocimene Tr
1051 (E)-B-Ocimene 0.2
1062 y-Terpinene Tr
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene 0.2
1141 trans-Pinocarveol 0.2
1159 B-Pinene oxide 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 1.2
1418 B-Caryophyllene 26.5
1438 a-trans-Bergamotene 0.6
1440 a-Guaiene 0.3
1467 9-epi-(E)-Caryophyllene 11.2
1475 y-Himachalene 0.3
1480 y-Selinene 0.2
1485 B-Selinene 0.4
1489 cis-B-Guaiene 0.7
1492 Valencene 5.7
1502 y-Patchoulene 4.8
1515 (Z)-y-Bisabolene 0.8
1518 7-epi-a-Selinene 0.3
1524 B-Sesquiphellandrene 0.3
1537 a-Cadinene 0.4
1556 Germacrene B 0.3
1564 epi-Longipinanol 0.5
1579 trans-Sesquisabinene hydrate 0.5
1581 Caryophyllene oxide 0.2
1601 Guaiol 11.9
1606 B-Oplopenone 0.6
1607 Humulene oxide Il 35
1619 epi-Cedrol 0.8
1633 (E)-Sesquilavandulol 0.3
1640 3-iso-Thujapsanone 0.4
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1641 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 6.7
1644 Selina-3,11-dien-6-a-ol 0.9
1661 Valerianol 0.8
1667 Intermedeol 2.1
1680 Khusinol 0.5
1689 8-Cedren-13-ol 2.8
1693 Junicedranol 0.5
1695 Juniper camphor 0.3
1714 14-hydroxy-a-Humulene 0.1
1843 (E),(E)-Farnesyl acetate 0.1
1950 Phytol 0.5
2427 Cannabichromene 0.1
1431 Cannabidiolo 7.0
Non terpeni 0.1
Monoterpeni idrocarburi 3.0
Monoterpeni ossigenati 0.3
Sesquiterpeni idrocaburi 54.0
Sesquiterpeni ossigenati 334
Cannabinoidi 7.1
Totale identificato 98.32

5.2.4 Raccolta di settembre 2017

L'analisi dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75" raccolta a Torre del
Lago nel mese di settembre 2017 e la cui resa si attesta allo 0.2%, e
riportata integralmente in Tabella 9. Essa ha evidenziato che la classe
chimica prevalente & quella dei monoterpeni idrocarburi, che si attestano al
46.1%, di cui il myrcene, che € il composto a maggior abbondanza relativa, e
I” a- e PB-pinene. Seguono i sesquiterpeni idrocarburi, registrati ad
un’abbondanza relativa del 30.9%, dovuta in buona parte al B-caryophyllene
e allalloaromadendrene. | derivati ossigenati dei sesquiterpeni si registrano
al 13.6%, di cui il pitu abbondante ¢ il caryophyllene oxide che si attesta al
5.9%. Monoterpeni ossigenati e cannabinoidi si trovano in quantitativi
relativi simili, rispettivamente 4.0% e 3.5%, mentre non sono presenti
composti di natura non terpenica.
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Tabella 9 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Futura 75’
raccolta a Torre del Lago nel mese di settembre 2017

KI Nome composto %
909 Santolina triene 0.4
940 a-Pinene 11.7
954 Camphene 0.4
980 B-Pinene 49
992 Myrcene 16.8
1005 a-Phellandrene 0.2
1112 5-3-Carene 0.1
1019 a-Terpinene 0.2
1127 a-Campholenal Tr
1031 Limonene 3.2
1041 (Z)-B-Ocimene 0.5
1051 (E)-B-Ocimene 3.2
1062 y-Terpinene 0.2
1070 cis-Sabinene hydrate 0.1
1089 Terpinolene 4.2
1100 Linalool 0.5
1116 exo-Fenchol 0.4
1137 trans-Pinene hydrate 0.3
1141 trans-Pinocarveol 0.3
1143 trans-p-menth-2-en-1-ol 0.1
1145 Geijerene 0.1
1149 Ipsdienol 0.3
1158 B-Pinene oxide 0.4
1163 Pinocarvone Tr
1167 Borneol 0.3
1173 Pinocampheol 0.6
1191 a-Terpineol 0.5
1207 y-Terpineol 0.2
1286 Isobornyl acetate Tr
1372 a-Ylangene Tr
1389 7-epi-Sesquithujene 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 0.3
1416 a-cis-Bergamotene 0.3
1418 B-Caryophyllene 8.6
1438 a-trans-Bergamotene 3.0
1455 a-Humulene 2.9
1461 Alloaromadendrene 4.6
1470 Drima-7,9(11)-diene Tr




1475 B-Chamigrene 0.2
1476 y-Himachalene 0.1
1579 6-Selinene 0.8
1485 B-Selinene 3.5
1495 a-Selinene 33
1509 B-Bisabolene 0.6
1515 (Z)-y-Bisabolene 0.4
1518 7-epi-a-Selinene 0.5
1524 B-Sesquiphellandrene 0.4
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.7
1545 cis-Sesquisabinene hydrate 0.2
1556 Germacrene B 0.2
1565 (E)-Nerolidol 0.6
1577 Spathulenol 0.2
1581 Caryophyllene oxide 5.7
1606 B-Oplopenone 0.2
1607 Humulene oxide |l 2
1624 10-epi-y-Eudesmol 0.8
1630 (E)-Sesquilavandulol 0.3
1640 Epoxy-alloaromadendrene 0.5
1641 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 1.0
1653 Selin-11-en-4-a-ol 0.4
1665 Intermedeol 0.7
1677 Elemol acetate 0.1
1678 (Z)-a-Santalol 0.7
1679 Acorenone B 0.1
1686 epi-a-Bisabolol 0.1
1693 Juniper camphor 0.1
2427 Cannabichromene Tr
2431 Cannabidiol 3.5
Non terpeni -
Monoterpeni idrocarburi 46.1
Monoterpeni ossigenati 4.0
Sesquiterpeni idrocarburi 30.9
Sesquiterpeni ossigenati 13.6
Cannabinoidi 35
Totale identificato 98.2
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5.3. Cultivar Santhica27

5.3.1. Raccolta di Luglio 2016

E stata effettuata I'analisi in duplicato dell'olio essenziale della cultivar
‘Santhica27’ di C. sativa L. raccolta nel mese di luglio 2016, di cui e stato
distillato il campione fresco. La resa in olio essenziale si attesta allo 0.03%
peso/peso. La composizione completa & riportata nella Tabella 10. Nell’olio
essenziale sono presenti tracce di cannabinoidi, rappresentati dal
cannabidiolo, ed e stata attestata una prevalenza di sesquiterpeni
idrocarburi, quali il B-caryophyllene e I'a-humulene. Tra i monoterpeni,
sono state invece riscontrate buone quantita di a-pinene, myrcene e
terpinolene.

Tabella 10 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Santhica 27’
raccolta a Manciano nel mese di luglio 2016 e conservata fresca.

KI Nome Composti Contenuto medio (%)
900 Heptanal 0.21+0.02
909 Santolina triene 0.01+0.01
940 a-Pinene 11.86+1.94
954 Camphene 0.5610.11
980 B-Pinene 2.99+0.47
992 Myrcene 3.02+0.18
1005 a-Phellandrene 0.07+0.06
1011 6-3-Carene 0.01
1018 a-Terpinene 0.14+0.03
1027 p-Cimene 0.01
1031 Limonene 1.58%0.06
1035 1,8-Cineole 0.80+0.07
1041 (Z)-B-Ocimene 0.39+0.04
1051 (E)-B-Ocimene 2.84+0.35
1058 y-Terpinene 0.20+£0.03
1089 Terpinolene 2.46+0.32
1103 Nonanal 0.14
1120 Exo-fenchol 0.01+0.01
1150 Camphene hydrate 0.13+0.01
1167 Borneol 0.21+0.03
1175 4-Terpineol 0.39+£0.01
1191 a-Terpineol 0.18+0.03
1372 a-Ylangene 0.01+0.01
1376 a-Copaene 0.01+0.01
1381 cis-3-Hexenyl hexanoate 0.06+0.06
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1385 1-Hexyl hexanoate 0.31+0.08
2,6-Dimethyl-1,6-diol-2,7-

1390 octanoate 0.19+0.06
1405 (Z)-Caryophyllene 0.38+0.03
1410 a-Gurjunene 0.16+0.05
1416 a-cis-Bergamotene 0.06+0.06
1418 B-Caryophyllene 19.23+1.46
1438 trans-a-Bergamotene 1.1520.15
1455 a-Humulene 9.2040.15
1459 (E)-B-Farnesene 1.82+1.82
1461 Alloaromadendrene 2.28+2.28
1477 y-Muurolene 0.07+0.07
1482 cis-B-Guaiene 0.40+0.40
1485 B-Selinene 2.30+0.05
1493 0-Selinene 0.27+0.02
1498 a-Selinene 2.34+0.03
1507 5-Amorphene 0.13+0.13
1508 y-Patchoulene 0.18+0.18
1509 B-Bisabolene 0.29+0.05
1513 trans-y-Cadinene 0.34+0.05
1518 7-epi-a-Selinene 0.61+0.08
1524 6-Cadinene 0.41+0.13
1542 Selina-3,7(11)-diene 3.4840.39
1563 Dimethyl ionone 0.25

1556 Germacrene B 0.730.30
1563 (E)-Nerolidol 0.26+0.26
1565 Ledol 0.27+0.27
1570 Caryophyllene alcohol 0.92+0.07
1582 Caryophyllene oxide 8.19+0.02
1584 Globulol 0.52+0.52
1587 Thujopsan-2-a-ol 0.18+0.18
1600 5-epi-7-epi-a-Eudesmol 0.53+0.53
1607 Humulene oxide Il 3.4040.26
1623 10-epi-y-Eudesmol 1.9440.06
1633 Epoxy-alloaromadendrene 1.22+0.43
1634 B-Acorenol 0.58+0.58
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 0.90+0.17
1641 Epi-o-Cadinol 0.20+0.20
1642 Epi-a-Muurolol 0.31+0.31
1644 Selina-3,11-dien-a-ol 0.36+0.36
1653 a-Eudesmol 0.35+0.35
1660 Neointermedeol 0.48+0.07
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1667 Intermedeol 0.93+0.34
1668 14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene 0.2940-29
1671 B-Bisabolol 0.11+0.11
1676 (Z)-a-Santalool 0.80+0.19
1683 a-Bisabolol 0.08+0.08
1686 epi-a-Bisabolol 0.49+0.08
1693 Juniper camphor 0,95
2431 Cannabidiol 0,01
Non terpeni 0.91+0.21
Monoterpeni idrocarburi 26.09+3.22
Monoterpeni ossigenati 1.70%0.06
Sesquiterpeni idrocarburi 45.80+3.38
Sesquiterpeni ossigenati 24.20+0.13
Cannabinoidi 0.01
Totale identificato (%) 98.84+0.70

5.3.2 Raccolta di Agosto 2016, campione fresco

E stata effettuata I'analisi in replicato di olio essenziale ottenuto da
campioni conservati freschi di C. sativa L. ‘Santhica27’, raccolti nel mese di
agosto 2016. La resa in olio essenziale si registra allo 0.03% peso/peso. La
composizione completa, riportata in Tabella 9, mostra che la classe chimica
maggiormente rappresentata € quella dei sesquiterpeni idrocarburi,
presenti oltre il 44.0% e comprendenti, tra i composti di maggior rilievo, il B-
caryophyllene, a-humulene e l'alloaromadendrene. La seconda classe piu
rappresentata € quella dei monoterpeni idrocarburi, rappresentati in gran
parte da a e B-pinene, myrcene, (E)-B-ocimene e terpinolene. Sono state
inoltre rilevate tracce di cannabichromene e piccole quantita di
cannabidiolo.

Tabella 11 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Santhica 27’
raccolta a Manciano nel mese di agosto 2016 e conservata fresca.

KI Nome Composti Contenuto medio (%)
857 (E)-2-Hexenal 0.01+0.01
860 (E)-3-Hexen-1-ol 0.01
870 1-Hexanol 0.01
891 2-Heptanone 0.01+0.01
901 Heptanal 0.19+0.01
909 Santolina triene 0.07+0.06
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931 a-Thujene 0.01+0.01
940 a-Pinene 14.21+1.46
954 Camphene 0.71+0.06
958 Thuja-2,4(10)-ene 0.01+0.01
977 Sabinene 0,01
980 B-Pinene 3.19+0.16
992 Myrcene 3.12+£0.12
1005 a-Phellandrene 0.17
1011 5-3-Carene 0.01+0.01
1018 a-Terpinene 0.19+0.01
1027 p-Cimene 0.07£0.06
1031 Limonene 1.92+0.17
1035 1,8-Cineole 0.71+0.07
1041 (Z)-B-Ocimene 0.5+0.04
1051 (E)-B-Ocimene 3.39+0.01
1058 y-Terpinene 0.24+0.03
1070 cis-Sabinene hydrate 0.01+0.01
1089 Terpinolene 2.92+0.04
1100 Linalool 0.01+0.01
1101 trans-Sabinene hydrate 0.01
1103 Nonanal 0.14
1116 Exo-fenchol 0.01
1123 cis-para-Menth-2-en-1-ol 0.07+0.07
1127 a-Campholenal 0.01
1138 trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.07+0.07
1140 trans-Pinocarveol 0.2
1150 Camphene hydrate 0.21+0.01
1165 Pinocarvone 0.01
1167 Borneol 0.29+0.01
1178 4-Terpineol 0.47+0.02
1190 a-Terpineol 0.22
1372 a-Ylangene 0.01
1376 a-Copaene 0.01
1385 1-Hexyl hexanoate 0.45+0.01
1387 5-Nonadecalactone 0.19+0.02
1405 (Z)-Caryophyllene 0.36%0.01
1409 a-Gurjunene 0.21+£0.03
1418 B-Caryophyllene 17.14+0.83
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1438 trans-a-Bergamotene 1.4620.06
1454 a-Neoclovene 0.14+0.01
1455 a-Humulene 7.13+0.14
1461 Alloaromadendrene 4.21+0.05
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.01+0.01
1477 y-Muurolene 0.17

1482 cis-B-Guaiene 0.8+0.05
1485 B-Selinene 2.52+40.10
1493 6-Selinene 0.36+0.01
1495 a-Selinene 2.5+0.08
1505 trans-B-Guaiene 0.15+0.15
1505 5-Amorphene 0.18+0.18
1509 B-Bisabolene 0.39+0.01
1513 trans-y-Cadinene 0.39+40.02
1524 6-Cadinene 0.37£0.11
1535 y-Patchoulene 0.38+0.38
1542 Selina-3,7(11)-diene 4.83+0.22
1563 Dimethyl ionone 0.28

1556 Germacrene B 0.26

1563 (E)-Nerolidol 0.55+£0.02
1570 Caryophyllene alcohol 0.84+0.06
1581 Caryophyllene oxide 6.04+0.19
1584 Globulol 0.58+0.46
1594 Juniperol 0.51+0.51
1607 Humulene oxide Il 2.49+0.17
1623 10-epi-y-Eudesmol 1.68+0.17
1631 a-Acorenol 0.74+0.01
1634 B-Acorenol 0.97+0.02

Caryophylla-4(14),8(15)-dien-
1641 5-ol 0.79+0.07
1642 epi-a-Cadinol 0.34+0.05
1644 Selina-3,11-dien-6-a-ol 0.59+0.07
1645 epi-a-Muurolol 0.71+0.07
1653 Selin-11-en-4-a-ol 0.24+0.24
1654 a-Eudesmol 0.73+0.39
1658 Valerianol 0.58+0.35
(E)-14-Hydroxy-9-epi-
1668 Caryophyllene 0.39+0.39
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1676 (Z)-o-Santalool 0.45+0.45
1685 epi-a-Bisabolol 0.54+0.08
1693 Juniper campo 0.86+0.09
2427 Cannabichromene 0.01+0.01
2431 Cannabidiol 0.07+0.06
Non terpeni 0.97+0.01
Monoterpeni idrocarburi 30.66+2.13
Monoterpeni ossigenati 2.2240.08
Sesquiterpeni idrocarburi 44.35+1.15
Sesquiterpeni ossigenati 21.02+1.61
Cannabinoidi 0.07+0.06

Totale identificato (%) 99.02+0.43

5.3.3. Raccolta di agosto 2016, campione essiccato

L'olio essenziale estratto dalla C. sativa L. ‘Santhica 27’ raccolta nel mese di
agosto 2016 ed essiccata, ha una resa inferiore allo 0.01%, pertanto esso e
stato prelavato previa diluizione in esano HPLC nel braccio Clevenger.
L'analisi di tale olio, la cui composizione & riportata in Tabella 12, ha
evidenziato che le classi di composti piu rappresentate sono quelle dei
sesquiterpeni idrocarburi ed ossigenati. Tra i sesquiterpeni idrocarburi, i
componenti piu abbondanti sono il B-caryophyllene, I'a-humulene e
I'alloaromadendrene, mentre tra i sesquiterpeni ossigenati sono presenti in
maggior quantita il caryophylleneoxide e [I"humuleneoxide II. Tra i
monoterpeni idrocarburi, il composto presente in misura maggiore € I'a-
pinene, seguito da altri composti in minor abbondanza relativa, come il
limonene, il myrcene, il camphene ed il B-pinene.

Tabella 12 — Composizione dell’olio essenziale di C. sativa L. ‘Santhica 27’
raccolta a Manciano nel mese di agosto 2016 ed essiccata.

KI Nomi Composti Contenuto medio (%)
901 Heptanal 0.16+0.04

940 a-Pinene 2.62+0.52

953 Camphene 0.15+0.03

981 B-Pinene 0.24+0.06

987 6-Methyl-5-hepten-2-one 0.01

992 Myrcene 0.48+0.02
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1005 a-Phellandrene 0.01

1011 5-3-Carene 0.01

1019 a-Terpinene 0.01

1027 p-Cimene 0.01

1031 Limonene 0.28+£0.01
1034 1,8-Cineole 0.25+0.08
1041 (Z2)-B-Ocimene 0.01

1051 (E)-B-Ocimene 0.20+0.04
1058 y-Terpinene 0.01

1090 Terpinolene 0.3040.05
1100 Linalool 0.01+0.01
1103 Nonanal 0.19+0.08
1116 Exo-fenchol 0.01

1127 a-Campholenal 0.01

1141 trans-Pinocarveol 0.07+0.06
1165 Pinocarvone 0.06+0.06
1167 Borneol 0.15+0.04
1179 4-Terpineol 0.22+0.01
1190 a-Terpineol 0.06+0.05
1196 Methylchavicol 0.05+0.05
1286 Isobornyl acetate 0.01

1372 a-Ylangene 0.06+0.05
1376 a-Copaene 0.01

1380 Hexylhexanoate 0.21+0.08
1387 6-Nonadecalactone 0.07+0.07
1399 Isoitalicene 0.05+0.05
1505 (Z)-Caryophyllene 0.58+0.14
1410 a-Gurjunene 0.15+0.01
1413 cis-a-Bergamotene 0.23+0.06
1418 B-Caryophyllene 17.5342.18
1423 B-Duprezianene 0.06+0.06
1437 trans-a-Bergamotene 1.48%0.09
1449 a-Himachalene 0.33+0.09
1455 a-Humulene 8.04+0.54
1459 (E)-B-Farnesene 0.01+0.01
1461 Alloaromadendrene 4.61+0.51
1473 y-Muurolene 0.39+0.15
1475 B-Chamigrene 0.57+0.57
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1485 B-Selinene 3.89+0.28
1489 cis-B-Guaiene 0.23+0.23
1493 5-Selinene 0.15+0.15
1490 a-Selinene 3.1640.65
1509 B-Bisabolene 0.12+0.01
1513 trans-y-Cadinene 0.52+0.05
1519 7-epi-a-Selinene 0.30£0.05
1503 trans-B-Guaiene 0.10+0.10
1523 b-Cadinene 0.55+0.02
1534 B-Tujaplicinol 0.10£0.10
1542 Selina-3,7(11)-diene 2.47+0.91
1545 a-Calacorene 0.34+0.03
1563 Dimethyl ionone 0.49+0.49
1564 (E)-Nerolidol 0.32+0.32
1565 Ledol 0.29+0.29
1571 Caryophyllene alcohol 1.96+0.40
1581 Caryophyllene oxide 10.4040.03
1586 Presilphiperfolan 1.79+0.02
1595 Carotol 0.06+0.06
1606 a-5-epi-7-epi-Eudesmol 0.89+0.89
1607 Humulene oxide I 5.31+0.73
1623 10-epi-y-Eudesmol 3.22+0.01
1636 Epoxy-alloaromadendrene 3.16%1.50
Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-
1639 ol 3.88%£0.82
1641 epi-a-Cadinol 0.65+0.05
1660 Neointermedeol 1.05+1.05
1653 a-Cadinol 1.22+1.22
1654 Selin-11-en-4-a-ol 0.28+0.28
1667 Intermedeol 0.64+0.64
1668 Bulnesol 2.7242.72
1670 Selina-3,11-dien-6-a-ol 1.28+1.28
14-hydroxy-9-epi-(E)-
1672 caryophyllene 1.44+1.44
1676 (Z)-a-Santolol 0.88+0.88
1680 Khusinol 0.19+0.19
1685 epi-a-Bisabolol 0.92+0.09
1693 Juniper camphor 0.81+0.22
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1845 Hexahydrofarnesyl acetone 0.10+0.10
2427 Cannabichromene 0.12+0.01
2431 Cannabidiol 0.01
Non terpeni 0.62+0.02
Monoterpeni idrocarburi 4.25+0.66
Monoterpeni ossigenati 0.89+0.06
Sesquiterpeni idrocarburi 45.86%5.29
Sesquiterpeni ossigenati 41.531£0.13
Cannabinoidi 0.12+0.01
Totale identificato (%) 97.27+2.47

5.4 Analisi Statistica Multivariata OE

5.4.1 Hierachical Cluster Analysis (HCA)

In figura 1 & riportato il dendrogramma ottenuto dall’analisi, mediante il

metodo HCA, delle composizioni degli oli essenziali distillati dai campioni del

presente lavoro. | campioni sono riportati con abbreviazioni identificative

come segue:

Uso31 fresh lugl6: campione di Uso 31 di luglio 2016, conservato
congelato

Uso31 fresh lugl7: campione di Uso 31 di agosto 2016 distillato
fresco

Uso31 fresh agol7 cim: campione di Uso 31 di agosto 2017
sottoposto a cimatura, distillato fresco

Uso31 fresh agol7 nc: campione di Uso 31 di agosto 2017 non
cimato, distillato fresco

Uso31 settl7: campione di Uso 31 di settembre 2017, distillato
fresco

Futura75 fresh lugl7: campione di Futura75 di luglio 2017 distillato
fresco

Futura75 fresh agol7 cim: campione di Futura75 di agosto 2017,
cimato e distillato fresco

Futura75 fresh agol7 nc: campione di Futura75 di agosto 2017, non
cimato e distillato fresco

Futura75 settl7: campione di Futura75 di settembre 2017, distillato
fresco

51



- Sant fresh lug16: campione di Santhica 27 di luglio 2016, conservato
congelato

- Sant fresh agol6: campione di Santhica 27 di agosto 2016,
conservato congelato

La prima distinzione dei campioni € in tre macrogruppi (A, B, C), di cui il
primo ¢ ulteriormente diviso in due sottogruppi (Al e A2).

Gli oli estratti dalla cultivar ‘Santhica 27’ di luglio e di agosto sono
raggruppati insieme nel sottogruppo Al: le loro composizioni non
presentano differenze rilevanti nonostante i differenti periodi di raccolta
degli esemplari. Al contrario, maggiori differenze sono visibili per gli oli
essenziali estratti dai vari campioni delle altre due cultivar.

L'olio essenziale della cultivar ‘Uso 31" di luglio 2016 si trova in un
sottogruppo a sé stante, in quanto presenta delle difformita rispetto agli
altri oli essenziali, ma rimane accomunato agli altri oli facenti parte del
gruppo A, quindi quelli ottenuti dalla ‘Santhica 27’ di luglio ed agosto e
quello estratto da ‘Futura 75’ di settembre.

Il gruppo B ¢ il pit popoloso e comprende tutti gli oli ottenuti da ‘Uso 31’
nell’anno 2017 ad eccezione del campione cimato: cid significa che tutti
guesti oli hanno una composizione simile, accomunata anche a quella degli
oli essenziali ottenuti da ‘Futura 75’, da campioni cimati e non cimati dei
mesi di luglio ed agosto.

Il gruppo C € composto da un unico rappresentante, ovvero |'olio essenziale
ottenuto dalla cultivar ‘Uso 31’ di agosto, che aveva subito cimatura. Questo
suggerisce che le pianta modifichi la composizione del proprio olio
essenziale anche in funzione del trattamento agronomico subito.
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Figura 1: Dendrogramma dell'analisi a cluster gerarchici degli oli essenziali analizzati

5.4.2 Principal Component Analysis (PCA)

'analisi statistica con il metodo dell’analisi delle componenti principali &
stata effettuata analizzando la matrice di dati costituita dal numero di
campioni (11) e dal numero totale dei composti rilevati (209), per un totale
di 2299 dati. Lo score plot riportato in Figura 2 mostra la distribuzione dei
campioni nel sistema di coordinate avente come assi le rette descritte dalle
due regressioni lineari comprendenti il maggior numero possibile di dati: la
varianza totale osservata e pari al56.45% dei dati in matrice.
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Figura 2 Score plot dell’analisi delle componenti principali degli oli essenziali
analizzati.
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Figura 3 Diagramma dei pesi fattoriali dell'analisi delle componenti principali degli

oli essenziali analizzati

Come evidenziato gia nel dendrogramma in Figura 2, i due campioni della

cultivar “Santhica 27” sono raggruppati a distanza piuttosto ravvicinata nel

guadrante superiore destro (PC1 e PC2 positive), confermando la similarita

della composizione degli oli essenziali provenienti da questi due esemplari

raccolti in due periodi differenti. Dal diagramma dei pesi fattoriali (Figura 3)

emerge che i vettori responsabili del posizionamento di questi oli essenziali

in quest’area sono quelli dell’'a- e del B-pinene. Tuttavia il collocamento &

influenzato anche dai vettori del B-caryophyllene e dell’a-humulene, il cui

verso € orientato nel quadrante superiore sinistro, oltre che quello

dell'alloaromadendrene, orientato verso il quadrante inferiore destro,

facendo si che questi campioni si trovino in posizione piuttosto centrale.

Nello stesso quadrante sono anche presenti il campione di cultivar ‘Futura
75" di settembre 2017 e, quello piu distanziato, di ‘Uso 31’ di luglio 2016. |l
diagramma mostrato in Figura 3, sottolinea come i vettori che influenzano
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guesto posizionamento sono a- e B-pinene, myrcene e limonene per
entrambe le cultivar.

In posizione quasi centrale si trova il campione di ‘Uso 31’ di settembre, che
presenta PC1 prossima allo zero e PC2 positiva. Questa collocazione &
dovuta alla combinazione di vettori direzionati in quadranti opposti, ovvero
I'a-pinene ed il myrcene, che sono orientati nel quadrante superiore destro
e quelli di B-caryophyllene e di a-humulene, che sono orientati verso
sinistra, producendo una somma prossima allo zero per quanto riguarda
I"asse PC1.

Il campione di ‘Uso 31’ di luglio 2017 si trova nel quadrante superiore
sinistro (PC1 negativa e PC2 positiva) e i componenti che maggiormente ne
influenzano il posizionamento sono i vettori del B-caryophyllene, dell’ a-
humulene e del 9-epi-(E)-caryophyllene.

Nello stesso quadrante e in posizione piuttosto ravvicinata si trova la ‘Futura
75" di agosto non cimata. | vettori maggiormente determinati per tale
posizionamento sono quelli del B-caryophyllene , del 9-epi-(E)-
caryophyllene e del guaiol, tutti e tre orientati verso il quadrante superiore
sinistro.

L'ultimo campione appartenente a questo quadrante e la ‘Futura 75’ cimata
di agosto, che deve il proprio collocamento ai vettori orientati in questa
direzione, come quello dell’a-humulene e del B-caryophyllene, ma subisce
una deviazione verso il basso dovuta al vettore del caryophyllene oxide.

Nel gquadrante inferiore sinistro (PC1 e PC2 negative) sono presenti il
campione di ‘Futura 75’ di luglio e quello di ‘Uso 31’ non cimata di agosto.
Tale posizione € impartita primariamente dai vettori riconducibili a
caryophyllene oxide e B-caryophyllene.

Come nel clustering gerarchico, I'OE estratto dal campione cimato di Uso 31
di agosto & molto differente in termini di composizione: la notevole
abbondanza relativa del tricosane, non terpene che rappresenta il 34.3% del
totale, fa si che questo campione si posizioni nel quadrante inferiore destro,
molto distante dagli altri.

5.4.3 Confronto fra gli oli essenziali estratti dai campioni analizzati
| fattori che maggiormente influiscono sulla composizione degli oli essenziali

sono I'epoca di raccolta dei campioni e gli accorgimenti agronomici, quali la
cimatura, a cui essi vengono sottoposti. Non sembra avere, invece, un ruolo
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determinate il luogo di crescita della pianta. Le differenze di composizione
indotte dalla varieta in analisi sono rilevanti unicamente per la ‘Santhica 27’.

| campioni del gruppo B, sono accomunati dal fatto che la propria
composizione &  maggiormente influenzata dalla componente
sesquiterpenica, in particolare dal B-caryophyllene, mentre nel gruppo A
affluiscono i campioni in cui tale componente € ben controbilanciata grazie
a composti monoterpenici quali I'a-pinene ed il myrcene.
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6. Analisi dello spazio di testa: la MicroEstrazione in Fase
Solida (SPME)

Materiali e metodi. Ogni campione utilizzato in questo studio & stato inserito
in una vial di vetro inerte, coperta con alluminio per creare un ambiente
chiuso, lasciato equilibrare per trenta minuti e poi esposto alla fibra in
PDMS, per un tempo di campionamento diverso a seconda dell’organo della
pianta utilizzato: sono stati osservati cinque minuti di campionamento per le
infiorescenze e 10 minuti di esposizione alla fibra per le foglie.

6.1 Cultivar Futura?75 raccolta a luglio 2017
Materiali e metodi. Sono stati utilizzati i seguenti campioni:

1. foglia basale: ottenuta nella porzione inferiore della pianta, in una
ramificazione secondaria;

2. foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze: e stata asportata
nella porzione superiore della pianta, dove essa esprime la maggior
parte delle proprie infiorescenze;

3. infiorescenza laterale: & stata prelevata da una ramificazione
secondaria;

4. infiorescenza apicale: & stata prelevata dallo stelo principale;

6.1.1 Foglia basale

L’analisi dello spazio di testa della foglia basale di C. sativa L. ‘Futura 75"
riportata in Tabella 13 e mostra che la classe maggiormente rappresentata &
qguella dei sesquiterpeni idrocarburi, comprendente il B-caryophyllene,
I'alloaromadendrene e I'a-humulene. Seguono i monoterpeni idrocarburi, di
cui fanno parte I'a-pinene, il myrcene ed il limonene.

Tabella 13 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.
sativa L. ‘Futura 75/, raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

KI Nome Composto %
931 a-Pinene 4.5
954 Camphene Tr
981 B-Pinene 1.8
982 1-Octen-3-ol 7.1
988 3-Octanone 1,2
992 Myrcene 8.3
995 3-Octanol 0.4
1008 (Z)-3-Hexenol acetate 0.2
1031 Limonene 6.0
1041 (Z)-B-Ocimene 0.1
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1051 (E)-B-Ocimene 0.6
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1075 trans-Linalool oxide Tr
1091 6,7-Epoxymircene 0.2
1116 Exo-fenchol 0.2
1140 trans-Pinene hydrate 0.3
1141 trans-Pinocarveol 0.5
1157 B-Pinene oxide 0.8
1203 Decanal 0.5
1358 Eugenol 0.4
1376 a-Copaene 0.1
1391 7-epi-Sesquithujene Tr
1405 (Z)-Caryophyllene 0.8
1410 a-Gurjunene 0.1
1416 a-cis-Bergamotene 0.7
1418 B-Caryophyllene 36.7
1438 trans-a-Bergamotene 4.7
1455 a-Humulene 7.4
1461 Alloaromadendrene 9.8
1481 y-lrone 0.1
1485 B-Selinene 0.2
1495 a-Zingiberene 0.1
1509 B-Bisabolene 0.5
1513 trans-y-Cadinene 0.4
1524 B-Sesquiphellandrene 0.5
1581 Caryophyllene oxide 1.8
1607 Humulene oxide |l 0.3
Non terpeni 9.5
Monoterpeni idrocarburi 21.3
Monoterpeni ossigenati 1.9
Sesquiterpeni idrocarburi 62.0
Sesquiterpeni ossigenati 2.1
Totale identificato (%) 97.3

6.1.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

L’analisi dell’emissione volatile spontanea del campione di foglia prelevata
in prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75’, ha evidenziato
che la classe chimica maggiormente rappresentata e quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, che rappresentano 1'82.1%, come mostrato in
Tabella 14; ad essi seguono i monoterpeni idrocarburi, dei quali fa parte il
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limonene, il cui contenuto si attesta al 4.1%, mentre i sesquiterpeni

ossigenati si trovano in minor abbondanza relativa e si attestano allo 0.4%.

Tabella 14 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75’, raccolta a Torre del

Lago nel mese di luglio 2017

KI NOME %
860 (E)-3-Hexen-1-ol 2.0
931 a-Pinene 1.9
981 B-Pinene 1.2
980 1-Octen-3-ol 0.5
992 Myrcene 1.5
1004 (E)-3-Hexenol acetate 4.2
1031 Limonene 4.1
1041 (Z)-B-Ocimene Tr
1051 (E)-B-Ocimene 1.0
1100 Linalool Tr
1103 Nonanal 0.1
1116 Exo-fenchol 0.2
1140 trans-Pinene hydrate 0.2
1167 Borneol Tr
1376 a-Copaene Tr
1391 7-epi-Sesquithujene 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 0.6
1416 cis-a-Bergamotene 0.8
1418 B-Caryophyllene 471
1438 a-trans-Bergamotene 5.7
1455 a-Humulene 13.4
1461 Alloaromadendrene 11.6
1477 y-Muurolene Tr
1485 B-Selinene 0.6
1505 a-Selinene 0.3
1509 B-Bisabolene 0.6
1513 trans-y-Cadinene 0.3
1524 B-Sesquiphellandrene 1.0
1607 Caryophyllene oxide 0.4

Non terpeni 6.3
Monoterpeni idrocarburi 10.2
Monoterpeni ossigenati 0.3
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Sesquiterpeni idrocarburi 82.1
Sesquiterpeni ossigenati 0.4
Totale identificato (%) 99.2

6.1.3 Infiorescenza apicale
L’analisi dello spazio di testa dell’infiorescenza apicale della cultivar ‘Futura

75" di C. sativa L., ha evidenziato la preponderanza dei sesquiterpeni

idrocarburi rispetto alle altre classi chimiche, come mostrato in Tabella 15: il

composto che si trova in maggior abbondanza relativa facente parte di

questa classe chimica e il B-caryophyllene, il quale si attesta al 52.0%. |

sesquiterpeni ossigenati hanno basso tenore, mentre non sono presenti

cannabinoidi.

Tabella 15 — Composizione della frazione volatile dell’infiorescenza apicale di

C. sativa L. ‘Futura 75, raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

KI Nome Composti %
931 a-Pinene 3.0
954 Camphene 0.1
981 B-Pinene 3.0
992 Myrcene 1.7
1004 (E)-3-Hexenol acetate 0.3
1031 Limonene 2.5
1051 (E)-B-Ocimene 0.3
1373 a-Ylangene 0.3
1391 7-epi-Sesquithujene 0.2
1406 (Z)-Caryophyllene 0.6
1410 a-Gurjunene 04
1418 B-Caryophyllene 52.0
1438 a-trans-Bergamotene 3.8
1443 Aromadendrene 0.2
1455 a-Humulene 11.5
1459 (E)-B-Farnesene 9.0
1481 y-Muurolene 0.2
1485 B-Selinene 1.4
1495 a-Seline 1.5
1499 a-Muurolene 0.2
1507 (E),(E)-a-Farnesene 0.7
1513 trans-y-Cadinene 0.2
1524 B-Sesquiphellandrene 0.6
1542 Selina-3,7(11)-diene 1.6
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1582 Caryophyllene oxide 1.3
1607 Humulene oxide Il 0.2
Non terpeni 0.3
Monoterpeni idrocarburi 10.5
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 84.2
Sesquiterpeni ossigenati 1.5
Totale identificato (%) 98.9

6.1.4 Infiorescenza laterale
L’analisi dell’emissione volatile dell’infiorescenza laterale della C. sativa L.

‘Futura 75/,

€ mostrata in Tabella 16. | sesquiterpeni

idrocarburi

rappresentano il 94.0% dei composti volatili, risultando la classe chimica di

maggior rilevanza, tra cui si annoverano il B-caryophyllene, 'a-humulene,

I'(E)-B-farnesene tra i composti piu abbondanti. | monoterpeni idrocarburi

sono la seconda classe piu rappresentata, mentre non sono presenti

monoterpeni ossigenati.

Tabella 16 — Composizione della frazione volatile dell'infiorescenza laterale

di C. sativa L. ‘Futura 75, raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

KI Nome Composto %
940 a-Pinene 1.3
980 B-Pinene 0.7
992 Myrcene 0.3
1008 (Z)-3-Hexenol acetate 0.2
1031 Limonene 1.1
1051 (E)-B-Ocimene 0.2
1372 a-Ylangene 0.1
1391 7-epi-Sesquithujene 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 0.6
1410 a-Gurjunene 0.2
1416 cis-a-Bergamotene 0.6
1418 B-Caryophyllene 58.5
1438 trans-a-Bergamotene 3.3
1455 a-Humulene 13.7
1459 (E)-B-Farnesene 9.9
1477 y-Muurolene 0.2
1485 B-Selinene 1.5
1495 a-Selinene 1.5
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1509 B-Bisabolene 0.5
1513 trans-y-Cadinene 0.4
1518 7-epi-a-Selinene 0.8
1524 B-Sesquiphellandrene 0.7
1542 Selina-3,7(11)-diene 1.7
1582 Caryophyllene oxide 0.9
1607 Humulene oxide Il 0.1
1612 Tetradecanal 0.2
Non terpeni 0.4
Monoterpeni idrocarburi 3.6
Monoterpeni ossigenati 0
Sesquiterpeni idrocarburi 94.0
Sesquiterpeni ossigenati 1.2
Totale identificato (%) 99%

6.2 Cultivar Futura75 cimata, raccolta ad agosto 2017
Materiali e metodi. Sono stati utilizzati i seguenti campioni:

1. foglia basale: e stata asportata dalla porzione inferiore della pianta,
da una ramificazione secondaria;

2. foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze: e stata asportata
dalla porzione superiore della pianta, nella zona in cui essa esprime
maggiormente le proprie infiorescenze;

3. infiorescenza laterale: & stata prelevata da una ramificazione
secondaria;

Non sono invece presenti infiorescenze apicali, poiché la pianta aveva subito
una cimatura, con l'intento di renderla piu produttiva in termini di fiori e
facilitarne la raccolta. (Carmazzi e lannone, 2016)

6.2.1 Foglia basale

L’analisi della frazione volatile della foglia basale di C. sativa L. ‘Futura 75’
cimata, ha mostrato la prevalenza dei sesquiterpeni idrocarburi rispetto alle
altre classi chimiche, i quali si attestano al 70.4%. Seguono ad essi i
monoterpeni idrocarburi che si registrano al 20.0%, come riportato in
Tabella 17. Tra i sesquiterpeni ossigenati il composto maggioritario e il
caryophylleneoxide, che si registra al 2.3%.
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Tabella 15 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.

sativa L. ‘Futura 75’, cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto

2017

KI Nome Composto %
909 Santolina triene 0.1
940 a-Pinene 3.1
954 Camphene Tr
980 B-Pinene 1.3
981 1-Octen-3-ol 1.7
987 3-Octanone 04
992 Myrcene 10.9
995 3-Octanol 0.3
1007 (Z)-3-Hexenol acetate 1.2
1031 Limonene 1.8
1041 (Z)-B-Ocimene 0.1
1051 (E)-B-Ocimene 2.7
1070 cis-Sabinene hydrate 0.1
1095 a-Pinene oxide 0.5
1138 cis-para-mentha-2,8-dien-1-ol 0.1
1141 trans-Pinocarveol 0.2
1158 B-Pinene oxide 0.4
1205 Decanal 0.3
1376 a-Copaene Tr
1391 B-Elemene 0.2
1400 n-Tetradecane 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 0.6
1410 a-Gurjunene 0.2
1416 cis-a-Bergamotene 0.3
1418 B-Caryophyllene 42.3
1438 trans-a-Bergamotene 2.6
1443 (Z)-B-Farnesene 0.1
1455 a-Humulene 10.4
1461 Alloaromadendrene 7.0
1470 Drima-7,9(11)-diene Tr
1480 Germacrene D 0.1
1485 B-Selinene 2.2
1499 a-Selinene 1.7
1509 B-Bisabolene 1.0
1513 trans-y-Cadinene 0.3
1518 7-epi-a-Selinene 0.2
1523 6-Cadinene 0.3
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1542 Selina-3,7(11)-diene 0.2
1556 Germacrene B 0.6
1581 Caryophyllene oxide 2.3
1606 B-Oplopenone 0.4
1607 Humulene oxide I 0.5
1675 1-Tetradecanal 0.2
1680 Elemol acetate 0.2
1700 n-Heptadecane 0.1
Non terpeni 4.3

Monoterpeni idrocarburi 20.0

Monoterpeni ossigenati 1.3

Sesquiterpeni idrocarburi 70.4

Sesquiterpeni ossigenati 3.3

Totale identificato 99.2

6.2.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

Il risultato dell’analisi dello spazio di testa di un campione di foglie prelevate
in prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75, € riportato in
Tabella 18. La classe di composti piu rappresentata e quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, tra cui si trovano il B-caryophyllene, che si
registra al 35.3%, e l'a-, B- e y-selinene. Sono inoltre relativamente
abbondanti sostanze di natura non terpenica, attestate oltre il 26.0%, di cui
il pit abbondante ¢ lo (Z)-3-hexenol acetate (19.4%).

Tabella 18 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in
prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75’, cimata e raccolta a
Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome Composto %
859 (E)-3-Hexen-1-ol 4.2
909 Santolina triene 0.2
940 a-Pinene 2.3
954 Camphene Tr
980 B-Pinene 1.0
981 1-Octen-3-ol 1.0
987 6-methyl-5-hepten-2-one 0.3
992 Myrcene 10.7
1008 (2)-3-Hexenol acetate 19.4
1031 Limonene 0.9
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1041 (Z)-B-Ocimene 0.2
1051 (E)-B-Ocimene 1.2
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1088 Fenchone Tr
1103 Nonanal 0.5
1141 trans-Pinocarveol Tr
1149 Ipsdienol 0.1
1158 B-Pinene oxide 0.3
1187 (Z)-3-Hexenyl butyrate 0.1
1205 Decanal 0.2
1236 3-Methyl-3-Hexen-1-yl butanoate 0.2
1351 a-Terpenyl acetate Tr
1408 (Z)-Caryophyllene 1.0
1409 a-Gurjunene 0.2
1418 B-Caryophyllene 35.3
1438 trans-a-Bergamotene 1,1
1455 a-Humulene 8.3
1461 Alloaromadendrene 33
1470 Drima-7,9(11)-diene Tr
1477 y-Muurolene 0.1
1482 y-Selinene 0.3
1485 B-Selinene 2.0
1498 a-Selinene 1.5
1507 (E),(E)-o-Farnesene 0.5
1513 trans-y-Cadinene 0.2
1523 6-Cadinene 0.1
1556 Germacrene B 0.4
1581 Caryophyllene oxide 2.0
1596 n-Hexadecane 0.2
1607 Humulene oxide Il 0.4
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 0.2
1652 Cedr-8(15)-en-9-a-ol 0.1
Non terpeni 26.1
Monoterpeni idrocarburi 16.4
Monoterpeni ossigenati 0.4
Sesquiterpeni idrocarburi 54.4
Sesquiterpeni ossigenati 2.6
Totale identificato (%) 99.9
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6.2.3 Infiorescenza laterale

L'analisi dell’emissione volatile dell'infiorescenza laterale di C. sativa L.
‘Futura 75, ha rivelato la preponderanza di sesquiterpeni e di monoterpeni
idrocarburi rispetto alle altre classi chimiche. Queste due classi, infatti,
rappresentano insieme quasi la totalita dei composti volatili, mentre solo
I’1.0% e di natura non terpenica. Tra i sesquiterpeni non ossigenati i piu
abbondanti sono il B-caryophyllene (31.8%) e I'a-humulene (5.7%). | derivati
ossigenati dei mono- e dei sesquiterpeni invece si trovano solo in tracce. |
risultati dell’analisi sono mostrati integralmente in Tabella 19.

Tabella 19 — Composizione della frazione volatile dell’infiorescenza laterale
di C. sativa L. ‘Futura 75’, cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di
agosto 2017

KI Nome Composto %
855 (E)-3-Hexen-1-ol 0.2
909 Santolina triene 0.3
940 a-Pinene 24.3
954 Camphene 0.4
980 B-Pinene 8.4
992 Myrcene 13.3
1007 (Z)-3-Hexenol acetate 0.6
1100 Linalool Tr
1011 6-3-Carene 0.1
1019 a-Terpinene 0.1
1031 Limonene 1.9
1041 (Z)-B-Ocimene 0.5
1051 (E)-B-Ocimene 1.8
1062 y-Terpinene Tr
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene 3.5
1170 Borneol Tr
1193 Hexyl butyrate 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 1.2
1418 B-Caryophyllene 31.8
1438 trans-a-Bergamotene 0.5
1440 a-Guaiene 0.2
1455 a-Humulene 5.7
1461 Alloaromadendrene 1.5
1470 Drima-7,9(11)-diene Tr
1475 B-Chamigrene 0.1
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1485 B-Selinene 1.4
1494 a-Selinene 1.3
1508 (E),(E)-o-Farnesene 0.2
1518 7-epi-a-Cadinene Tr
1556 Germacrene B 0.2
1581 Caryophyllene oxide Tr
1607 Humulene oxide I Tr
Non terpeni 1.0
Monoterpeni idrocarburi 46.6
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 52.1
Sesquiterpeni ossigenati Tr
Totale identificato (%) 99.7

6.3 Cultivar Futura75 non cimata, raccolta ad agosto 2017
Materiali e metodi. | campioni presi in considerazione sono:
1. foglia basale: prelevata dalla porzione inferiore della pianta, da una
ramificazione secondaria;
2. foglia in prossimita delle infiorescenze: asportata dalla porzione della
pianta dove questa esprime maggiormente le proprie infiorescenze;
3. infiorescenza apicale: prelevata dallo stelo centrale;
infiorescenza laterale: prelevata da una ramificazione secondaria;

6.3.1 Foglia basale

| risultati dell’analisi della frazione volatile della foglia basale di C. sativa L.
‘Futura 75’, sono riportati in Tabella 20. La classe chimica piu rappresentata
e quella dei sesquiterpeni idrocarburi, di cui i piu abbondanti sono il B-
caryophyllene, l'a-selinene, il B-selinene e l'a-humulene. Seguono i
monoterpeni idrocarburi, tra cui i composti presenti in abbondanza relativa
maggiore, sono |‘a-pinene, il myrcene ed il 06-3-carene, mentre i
sesquiterpeni ossigenati si attestano al 4.0%: tra questi, il contributo
maggiore & dato dal caryophylleneoxide.

Tabella 20 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.
sativa L. ‘Futura 75’, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di
agosto 2017

KI Nome Composto %
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940 a-Pinene 7.2
980 B-Pinene 2.2
982 1-Octen-3-ol 8.3
988 3-Octanone 1.7
992 Myrcene 3.4
995 3-Octanol 1.6
1011 6-3-Carene 9.1
1027 p-Cimene Tr
1031 Limonene 2.0
1051 (E)-B-Ocimene 0.8
1063 y-Terpinene Tr
1090 Terpinolene Tr
1103 Nonanal 2.0
1116 Exo-fenchol Tr
1141 trans-Verbenol 1.3
1142 trans-Pinocarveol 1.0
1166 Pinocarvone Tr
1205 Decanal 2.5
1400 n-Tetradecane 0.3
1405 (Z)-Caryophyllene 1.6
1418 B-Caryophyllene 31.3
1438 a-Trans-Bergamotene 1.2
1455 a-Humulene 7.7
1461 Alloaromadendrene 1.6
1482 y-Selinene 0.6
1485 B-Selinene 4.7
1498 a-Selinene 3.5
1507 (E),(E)-o-Farnesene 0.7
1581 Caryophyllene oxide 3.4
1607 Humulene oxide Il 0.6
Non terpeni 16.2
Monoterpeni idrocarburi 24.7
Monoterpeni ossigenati 2.3
Sesquiterpeni idrocarburi 52.7
Sesquiterpeni ossigenati 4.0
Totale identificato (%) 100

6.3.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

| risultati della frazione volatile del campione di foglia prelevata in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75’, sono riportati in
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Tabella 21. Ne emerge che la classe di composti piu rappresentata & quella

dei sesquiterpeni idrocarburi, che si attestano al 70.0%. | composti a

maggior abbondanza relativa appartenenti a questa classe sono il B-

caryophyllene, F'a-humulene e I' a- e PB-selinene. La seconda classe

maggiormente rappresentata € quella dei monoterpeni idrocarburi, che

comprende, tra i composti presenti in quantitativo maggiore, I'a-pinene,

che si attesta al 6.1% ed il 5-3-carene, la cui abbondanza relativa & al 6.0%.

Tabella 21 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75, non cimata e

raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI Nome Composto %
858 (E)-3-Hexen-1-ol 1.1
909 Santolina triene 0.1
931 a-Thujene Tr
940 a-Pinene 6.1
954 Camphene Tr
980 B-Pinene 2.4
987 6-Methyl-5-hepten-2-one 0.2
992 Myrcene 1.2
995 3-Octanol 0.2
1008 (Z)-3-Hexenol acetate 3.8
1011 5-3-Carene 6.0
1031 Limonene 0.7
1041 (Z)-B-Ocimene 0.2
1051 (E)-B-Ocimene 0.5
1062 y-Terpinene 0.1
1070 cis-Sabinene hydrate 0.2
1089 Terpinolene 0.1
1099 trans-Sabinene hydrate 0.1
1103 Nonanal 0.4
1141 trans-Verbenol 0.1
1142 trans-Pinocarveol 0.1
1147 (Z)-3-Hexenyl isobutyrate 0.2
1167 Borneol Tr
1188 (Z)-3-Hexenyl butyrate 0.2
1191 a-Terpineol 0.1
1205 Decanal 0.5
1263 3-Methyl-3-hexen-1-yl butanoate 1.4
1376 a-Copaene Tr
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1405 (Z)-Caryophyllene 2.5
1416 cis-a-Bergamotene Tr
1418 B-Caryophyllene 40.4
1432 y-Elemene 0.5
1438 trans-a-Bergamotene 0.8
1440 a-Guaiene 0.5
1455 a-Humulene 11.3
1459 (E)-B-Farnesene 0.9
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.3
1477 y-Muurolene 0.2
1482 y-Selinene 0.7
1485 B-Selinene 6.0
1498 a-Selinene 5.0
1508 (E),(E)-o-Farnesene 0.5
1518 7-epi-a-Selinene 0.2
1524 B-Sesquiphellandrene 0.1
1556 Germacrene B 0.1
1581 Caryophyllene oxide 2.7
1607 Humulene oxide Il 0.6
Non terpeni 8.0
Monoterpeni idrocarburi 17.4
Monoterpeni ossigenati 0.5
Sesquiterpeni idrocarburi 70.0
Sesquiterpeni ossigenati 3.2
Totale identificato (%) 99.3

6.3.3 Infiorescenza laterale
L’analisi dello spazio di testa dell’infiorescenza laterale di C. sativa L. ‘Futura
75’, ha evidenziato che la classe di composti maggiormente rappresentata e
guella dei monoterpeni idrocarburi. | composti piu rilevanti appartenenti a
guesta classe chimica sono I'a-pinene, che rappresenta il composto pil
abbondante (22.6%) dell’emissione volatile, il B-pinene, il myrcene ed il
limonene. Il secondo composto piu abbondante del profilo volatile, tuttavia,
e il B-caryophyllene: attestandosi al 20.4% rappresenta piu della meta del
contributo totale dei sesquiterpeni idrocarburi (32.5%), che sono la seconda
classe pil importante nel profilo aromatico di questo campione. Sia i mono-
che i sesquiterpeni ossigenati, si trovano in basse abbondanze relative,

rispettivamente allo 0.1% e 0.2%, come mostrato in Tabella 22.

Tabella 22 — Composizione della frazione volatile dell’infiorescenza laterale
di C. sativa L. ‘Futura 757, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di

agosto 2017
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KI Nome Composto %
858 (E)-3-Hexen-1-ol 0.2
909 Santolina triene 0.2
931 a-Thujene 0.4
940 a-Pinene 22.6
954 Camphene 0.4
980 B-Pinene 9.0
992 Myrcene 5.9
1004 (E)-3-Hexenol acetate 1.6
1012 6-3-Carene 9.2
1019 a-Terpinene 0.2
1031 Limonene 3.0
1041 (Z)-B-Ocimene 1.5
1051 (E)-B-Ocimene 3.4
1062 y-Terpinene 0.3
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene 9.1
1124 cis-para-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.1
1193 Hexyl butyrate Tr
1236 3-Methyl-3-hexen-1-yl butanoate 0.2
1376 a-Copaene Tr
1405 (Z)-Caryophyllene 1.0
1418 B-Caryophyllene 20.4
1438 a-trans-Bergamotene 0.3
1440 a-Guaiene 0.2
1455 a-Humulene 6.0
1459 (E)-B-Farnesene 0.4
1470 Drima-7,9(11)-diene Tr
1482 y-Selinene 0.1
1485 B-Selinene 1.9
1498 a-Selinene 1.8
1505 a-Bulnesene Tr
1507 (E),(E)-a-Farnesene 0.3
1518 7-epi-a-Selinene Tr
1524 B-Sesquiphellandrene Tr
1581 Caryophyllene oxide 0.2

Non terpeni 1.9
Monoterpeni idrocarburi 65.2
Monoterpeni ossigenati 0.1
Sesquiterpeni idrocarburi 32.5
Sesquiterpeni ossigenati 0.2
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Totale identificato (%) | 99.9

6.3.4 Infiorescenza apicale

L’analisi del profilo emissivo dell'infiorescenza apicale di C. sativa L. ‘Futura
75" (Tabella 23), ha evidenziato una preponderanza dei monoterpeni
idrocarburi, tra cui i pitu abbondanti sono 'a-pinene, il B-pinene seguiti dal
myrcene. La seconda classe di composti piu rappresentata € quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, di cui fa parte il B-caryophyllene presente al
25.6%, mentre sia i monoterpeni ossigenati che i sesquiterpeni ossigenati
sono presenti solo in tracce.

Tabella 23 — Composizione della frazione volatile della infiorescenza apicale
di C. sativa L. ‘Futura 757, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di
agosto 2017

KI Nome Composto %
859 (E)-3-Hexen-1-ol 0.2
868 1-Hexanol Tr
909 Santolina triene 0.4
931 a-Thujene 0.5
940 a-Pinene 25.2
954 Camphene 0.6
980 B-Pinene 7.8
992 Myrcene 7.9
1008 (Z)-3-Hexenol acetate 0.5
1012 6-3-Carene 7.3
1019 a-Terpinene 0.1
1027 p-Cimene Tr
1031 Limonene 2.3
1041 (Z)-B-Ocimene 1.1
1051 (E)-B-Ocimene 3.0
1062 y-Terpinene 0.2
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene 3.8
1193 Hexyl butyrate Tr
1236 3-methyl-3-hexen-1-yl butanoate Tr
1376 a-Copaene Tr
1405 (Z)-Caryophyllene 1.2
1418 B-Caryophyllene 25.6
1438 a-trans-Bergamotene 0.4
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1440 a-Guaiene 0.3
1455 a-Humulene 5.4
1459 (E)-B-Farnesene 0.6
1470 Drima-7,9(11)-diene 0.2
1475 B-Chamigrene 0.3
1482 y-Selinene 0.5
1485 B-Selinene 2.3
1498 a-Selinene 2.1
1505 a-Bulnesene 0.1
1509 B-Bisabolene 0.2
1518 7-epi-a-Selinene Tr
1524 B-Sesquiphellandrene Tr
1581 Caryophyllene oxide Tr
Non terpeni 0.6
Monoterpeni idrocarburi 60.2
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 39.3
Sesquiterpeni ossigenati Tr
Totale identificato (%) 100

6.4 Cultivar Futura75 non cimata, raccolta a settembre 2017
Materiali e metodi. | campioni presi in considerazione sono:

- foglie in prossimita delle infiorescenze: sono state utilizzate 3 piccole
foglie, prelevate nelle pressi delle infiorescenze sulle ramificazioni
secondarie. Sono state utilizzate queste foglie poiché non erano
presenti foglie pit grandi in buono stato, essendo I'ultima raccolta e
la pianta avviata al deperimento.

- infiorescenza apicale: prelevata dallo stelo centrale.

6.4.1 Foglie in prossimita delle infiorescenze

L'analisi dell’emissione volatile della foglia raccolta in prossimita delle
infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75’, mostra che la classe chimica piu
rappresentata e quella dei sesquiterpeni idrocarburi, tra cui quello presente
in misura maggiore € il B-caryophyllene, attestato al 16.0%, come mostrato
in Tabella 24. La seconda classe piu rappresentata nella frazione volatile e
invece quella dei monoterpeni idrocarburi, in cui & presente il composto in
maggiore abbondanza relativa, ovvero il myrcene, che si attesta al 16.6%. |
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monoterpeni ossigenati si trovano in basse abbondanze relative (1.9%):

quelli presenti in maggiori quantitativi sono ipsdienol ed a-terpineol,

entrambi registrati allo 0.3%. | sesquiterpeni, invece, sono presenti solo in

tracce.

Tabella 24 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Futura 75, non cimata e

raccolta a Torre del Lago nel mese di settembre 2017

KI Nome composto %
909 Santolina triene 0.3
940 a-Pinene 8.7
954 Camphene 0.2
980 B-Pinene 4.2
992 Myrcene 16.6
1005 a-Phellandrene 0.1
1011 5-3-Carene 0.1
1019 a-Terpinene 0.1
1031 Limonene 4.1
1041 (Z)-B-Ocimene 0.7
1051 (E)-B-Ocimene 3.9
1062 y-Terpinene 0.2
1089 Terpinolene 6.0
1100 Linalool 0.3
1116 exo-Fenchol 0.2
1123 trans-Pinene hydrate 0.2
1145 (E)-Myroxide 0.2
1149 Ipsdienol 0.3
1158 B-Pinene oxide 0.2
1167 Borneol 0.2
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1141 trans-Pinocarveol Tr
1191 a-Terpineol 0.3
1300 n-Tridecane 0.2
1370 Cyclosativene 0.1
1391 7-epi-Sesquithujene 0.2
1400 n-Tetradecane 0.4
1405 (Z)-Caryophyllene 0.6
1416 cis-a-Bergamotene 0.9
1418 B-Caryophyllene 16.0
1431 y-Elemene Tr
1438 a-trans-Bergamotene 7.3
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1455 a-Humulene 4.3
1459 (E)-B-Farnesene 9.3
1475 B-Chamigrene 0.2
1480 Germacrene D 0.1
1479 y-Selinene 0.9
1485 B-Selinene 3.8
1495 a-Selinene 33
1500 n-Pentadecane 0.5
1505 6-Amorphene 0.3
1508 (E),(E)-a-Farnesene 1.6
1518 7-epi-a-Selinene 0.6
1524 B-Sesquiphellandrene 0.5
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.8
1581 Caryophyllene oxide Tr
1607 Humulene oxide I Tr
Non terpeni 1.0
Monoterpeni idrocarburi 45.1
Monoterpeni ossigenati 1.9
Sesquiterpeni idrocarburi 50.7
Sesquiterpeni ossigenati Tr
Totale identificato 98.7

6.4.2 Infiorescenza apicale

L’analisi dell’emissione spontanea dell'infiorescenza apicale di C. sativa L.
‘Futura 75’ e riportata integralmente in Tabella 25. La classe di composti
maggiormente rappresentata nella frazione volatile e quella dei
monoterpeni idrocarburi, i quali si attestano all’84.6% e tra cui i composti
presenti in maggior abbondanza relativa sono il myrcene (48.1%) e I'a-
pinene (7.4%). La seconda classe maggiormente rappresentata e quella dei
sesquiterpeni idrocarburi, i quali si attestano al 15.1% grazie al contributo di
B-caryophyllene, a-trans-bergamotene ed a-humulene. | monoterpeni
ossigenati si attestano allo 0.1% mentre i sesquiterpeni ossigenati sono stati
rilevati solo in tracce.

Tabella 25 — Composizione della frazione volatile dell’infiorescenza di C.
sativa L. ‘Futura 75’, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di
settembre 2017

Kl Nome Composto %
909 Santolina triene 0.8
932 a-Thujene Tr
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940 a-Pinene 7.4
954 Camphene 0.2
980 B-Pinene 4.4
992 Myrcene 48.1
1005 a-Phellandrene 0.3
1011 5-3-Carene 0.3
1019 a-Terpinene 0.2
1027 p-Cimene Tr
1031 Limonene 4.8
1041 (Z)-B-Ocimene 1.2
1051 (E)-B-Ocimene 6.4
1062 y-Terpinene 0.2
1089 Terpinolene 10.1
1100 Linalool 0.1
1116 exo-Fenchol Tr
1376 a-Copaene Tr
1390 7-epi-Sesquithujene 0.1
1400 n-Tetradecane 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 0.2
1416 a-cis-Bergamotene 0.3
1418 B-Caryophyllene 5.9
1438 a-trans-Bergamotene 2.3
1448 Aromadendrene Tr
1455 a-Humulene 1.3
1456 (E)-B-Farnesene 2.3
1479 y-Selinene 0.3
1485 B-Selinene 0.9
1495 a-Selinene 0.8
1507 (E),(E)-o-Farnesene 0.4
1518 7-epi-a-Selinene 0.2
1524 B-Sesquiphellandrene 0.1
1542 Selina-3,7(11)-diene Tr
1581 Caryophyllene oxide Tr
1607 Humulene oxide I Tr
Non terpeni 0.1
Monoterpeni idrocarburi 84.6
Monoterpeni ossigenati 0.1
Sesquiterpeni idrocarburi 15.1
Sesquiterpeni ossigenati Tr
Totale identificato 99.87
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6.5 Cultivar ‘Uso 31’ raccolta a luglio 2017
Materiali e metodi. | campioni utilizzati sono:

1. foglia basale: e stata prelevata nella zona inferiore della pianta, dove

vengono espresse foglie di dimensioni maggiori e un minor numero

di infiorescenze, nelle ramificazioni secondarie;

2. foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze: e stata asportata
nella zona superiore della pianta, dove essa esprime il maggior
numero di infiorescenze e foglie di dimensioni minori;

3. infiorescenza apicale: e stata prelevata dall’apice dello stelo

centrale;

4. infiorescenza laterale: e stata asportata da una ramificazione

laterale;

6.5.1 Foglia basale

Dall’analisi dello spazio di testa della foglia basale di C. sativa L. ‘Uso 31’

(Tabella 26) € emerso che la classe chimica piu rappresentata tra i composti

volatili € quella dei sesquiterpeni idrocarburi. Tra questi, i composti presenti

in misura maggiore sono il B-caryophyllene, I'a-trans-Bergamotene, I'a-

Humulene e I'(E)-B-Farnesene. | composti di natura non terpenica si

attestano al 22.9%, andando a rappresentare il secondo gruppo di composti

piu presente nel profilo volatile di questo campione: con un'abbondanza

relativa del 17.4%, I'(E)-3-hexenol acetate ne costituisce oltre il 75%.

Tabella 26 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.

sativa L. ‘Uso 31/, raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

KI Nome Composto %
859 (E)-3-Hexen-1-ol 2.0
940 a-Pinene 2.0
980 B-Pinene 0.9
987 6-Methyl-5-hepten-2-one Tr
992 Myrcene 0.8
1004 (E)-3-Hexenol acetate 17.4
1031 Limonene 0.7
1041 (Z)-B-Ocimene 0.3
1051 (E)-B-Ocimene 0.5
1103 Nonanal 0.2
1141 trans-Pinocarveol 0.1
1143 (Z)-3-Hexenyl isobutyrate 0.3
1164 Pinocarvone Tr
1188 (Z)-3-Hexenyl butyrate 0.3
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1198 Methyl salicilate 0.5
1205 Decanal 0.5
1243 cis-3-Hexenyl isovalerate 1.7
1351 a-Cubebene 0.1
1372 a-Ylangene 0.4
1376 a-Copaene 0.9
1384 a-Bourbonene 0.4
1387 1,7-di-epi-a-Cedrene 0.2
1400 n-Tetradecane 0.1
1405 (Z)-Caryophyllene 1.6
1415 cis-a-Bergamotene 1.2
1418 B-Caryophyllene 22.8
1430 B-Copaene 0.5
1433 y-Elemene Tr
1438 a-trans-Bergamotene 9.6
1455 a-Humulene 6.3
1459 (E)-B-Farnesene 10.5
1477 y-Muurolene 3.0
1485 B-Selinene 2.8
1495 a-Selinene 2.5
1499 a-Muurolene 0.7
1506 (E),(E)-a-Farnesene 1.1
1513 trans-y-Cadinene 1.7
1524 6-Cadinene 1.2
1537 a-Cadinene Tr
1582 Caryophyllene oxide 2.8
1607 Humulene oxide |l 0.8
1641 epi-a-Cadinol Tr
Non terpeni 22.9
Monoterpeni idrocarburi 53
Monoterpeni ossigenati 0.1
Sesquiterpeni idrocarburi 67.4
Sesquiterpeni ossigenati 3.5
Totale identificato (%) 99.2

6.5.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

L’analisi dell’'SPME condotta su una foglia di C. sativa L. ‘Uso 31’ prelevata in
prossimita delle infiorescenze, & riportata in Tabella 27. Essa ha rivelato la
preponderanza dei sesquiterpeni idrocarburi che costituiscono oltre il 60%
dello spazio di testa totale: tra questi, il piu rilevante ¢ il B-caryophyllene,
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che risulta essere il costituente pilu abbondante nel totale. Sono stati

riscontrati anche composti di natura non terpenica per un’abbondanza

realtiva del 27.3%, di cui il piu rilevante e 'estere (E)-3-Hexen-1-ol acetate.

Non sono stati rilevati monoterpeni ossigenati.

Tabella 27— Composizione della frazione volatile della foglia prelevata in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’ raccolta a Torre del

Lago nel mese di luglio 2017

KI NOME %
869 (E)-3-Hexen-1-ol 3.6
940 a-Pinene 1.9
980 B-Pinene 0.8
992 Myrcene 1.4
1004 (E)-3-Hexen-1-ol acetate 23.5
1031 Limonene 0.4
1041 (Z)-B-Ocimene 0.4
1051 (E)-B-Ocimene 1.7
1187 (Z)-3-Hexenyl butyrate 0.2
1351 a-Cubebene 0.1
1358 Eugenol 0.3
1372 a-Ylangene 0.2
1376 a-Copaene 0.6
1383 B-Bourbonene 0.6
1391 7-epi-Sesquithujene 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 0.8
1410 a-Gurjunene 0.2
1416 cis-a-Bergamotene 0.8
1418 B-Caryophyllene 26.2
1429 B-Copaene 0.5
1437 trans-a-Bergamotene 6.8
1443 Aromadendrene Tr
1455 a-Humulene 8.3
1459 (E)-B-Farnesene 8.8
1477 y-Muurolene 1.7
1480 Germacrene D 0.9
1485 B-Selinene 1.8
1495 a-Selinene 1.7
1499 a-Muurolene 0.3
1507 (E),(E)-o-Farnesene 0.9
1513 trans-y-Cadinene 1.1
1523 b-Cadinene 1.2
1533 trans-Cadina-1(2),4-diene Tr

80



1578 trans-Sesquisabinene hydrate Tr
1582 Caryophyllene oxide 1.4
1607 Humulene oxide Il 0.3
1650 epi-a-Cadinol 0.2
1683 epi-a-Bisabolol 0.1
Non terpeni 27.3
Monoterpeni idrocarburi 6.6
Monoterpeni ossigenati 0.0
Sesquiterpeni idrocarburi 63.8
Sesquiterpeni ossigenati 2.0
Totale identificato 99.9

6.5.3 Infiorescenza laterale
Analizzando I'emissione volatile spontanea dell’infiorescenza laterale di C.

sativa L. ‘Uso 31’, € emerso che i sesqui- ed i monoterpeni idrocarburi sono

le due classi chimiche maggiormente rappresentate nella frazione volatile.

Per quanto riguarda i primi, i composti piu abbondanti sono il B-

caryophyllene, il trans-a-Bergamotene, I'(E)-B-Farnesene e I'a-Humulene.

Tra i monoterpeni idrocarburi, i piu rilevanti sono il myrcene ed a- e B-

pinene. | monoterpeni ossigenati sono stati rilevati solo in tracce, mentre i

sesquiterpeni ossigenati si attestano allo 0.2%.

Tabella 28 — Composizione della frazione volatile dell’'infiorescenza laterale

di C. sativa L. ‘Uso 317, raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

KI Nome Composto %
859 (E)-3-Hexen-1-ol 0.2
870 1-Hexanol 0.1
940 a-Pinene 7.9
954 Camphene 0.1
780 B-Pinene 33
992 Myrcene 5.8
1004 (E)-3-Hexenol acetate 0.6
1031 Limonene 0.7
1041 (Z)-B-Ocimene 0.5
1051 (E)-B-Ocimene 5.2
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1100 Linalool Tr
1300 n-Tridecane 0.2
1351 a-Cubebene 0.2
1372 a-Ylangene 0.3
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1376 a-Copaene 0.6
1384 a-Bourbonene 0.2
1387 1,7-di-epi-a-Cedrene 0.3
1405 (Z)-Caryophyllene 0.3
1410 a-Gurjunene 0.5
1418 B-Caryophyllene 38.1
1429 B-Copaene 0.5
1438 trans-a-Bergamotene 7.4
1455 a-Humulene 9.7
1459 (E)-B-Farnesene 8.5
1477 y-Muurolene 1.2
1480 Germacrene D 0.8
1489 cis-B-Guaiene 0.3
1490 B-Selinene 1.9
1495 a-Selinene 1.8
1499 a-Muurolene 0.2
1509 B-Bisabolene 0.6
1513 trans-y-Cadinene 0.7
1524 6-Cadinene 0.9
1556 Germacrene B Tr
1582 Caryophyllene oxide 0.2
Non terpeni 0.9
Monoterpeni idrocarburi 23.5
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 75.0
Sesquiterpeni ossigenati 0,2
Totale identificato (%) 99.8

6.5.4 Infiorescenza apicale

Analizzando il profilo emissivo dell'infiorescenza apicale di C. sativa L. ‘Uso
31" (Tabella 29) & emerso che la classe di composti maggiormente
rappresentata € quella dei sesquiterpeni idrocarburi. Tra questi i piu
abbondanti sono [l‘alloaromadendrene, il trans-a-bergamotene, |'a-
Humulene ed in fine il B-caryophyllene. La seconda classe chimica pil
rappresentata & quella dei monoterpeni idrocarburi, di cui i composti piu
importanti in termini di abbondanza relativa sono il myrcene, che si attesta
al 5.8% e I'(E)-B-ocimene al 4.6%. | monoterpeni ossigenati sono presenti
solo in tracce.
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Tabella 29 — Composizione della frazione volatile della inforescenza apicale

di C. sativa L. ‘Uso 31’ raccolta a Torre del Lago nel mese di luglio 2017

Kl NOME %
859 (E)-3-Hexen-1-ol 0.3
940 a-Pinene 6.2
954 Camphene 0.1
977 Sabinene 2.6
992 Myrcene 5.8
1009 (Z)-3-Hexenol acetate 0.9
1010 n-Hexyl acetate Tr
1019 (E)-2-Hexenol acetate Tr
1031 Limonene 0.6
1041 (Z)-B-Ocimene 0.5
1051 (E)-B-Ocimene 4.6
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene Tr
1100 Linalool Tr
1167 Borneol Tr
1351 a-Cubebene 0.3
1372 a-Ylangene 0.4
1376 a-Copaene 0.8
1384 a-Bourbonene 0.3
1391 7-epi-Sesquithujene 0.4
1405 (Z)-Caryophyllene 0.3
1410 a-Gurjunene 0.9
1418 B-Caryophyllene 38.7
1429 B-Copaene 0.6
1438 trans-a-Bergamotene 7.6
1455 a-Humulene 9.5
1461 Alloaromadendrene 8.7
1470 Drima-3,7(11)-diene Tr
1477 y-Muurolene 1.5
1480 Germacrene D 1.3
1485 B-Selinene 2.0
1496 0-Selinene 2.0
1499 a-Muurolene 0.3
1509 B-Bisabolene 0.6
1511 cis-y-Cadinene 0.3
1513 trans-y-Cadinene 0.8
1524 6-Cadinene 1.2
1582 Caryophyllene oxide 0.1
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Non terpeni 1.1
Monoterpeni idrocarburi 20.4
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 78.4
Sesquiterpeni ossigenati 0.1
Totale identificato (%) 100.0

6.6 Cultivar ‘Uso 31’ raccolta ad agosto 2017, cimata
Materiali e metodi. Sono stati utilizzati i seguenti campioni:

1. foglia basale: é stata prelevata una foglia dalla porzione inferiore
della pianta, in una ramificazione secondaria, dove sviluppa foglie di
dimensioni maggiori ed esprime il minor numero di infiorescenze;

2. foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze: e stata asportata
una foglia nella parte superiore della pianta, dove questa sviluppa il
maggior numero di infiorescenze e foglie di dimensioni ridotte;

3. Infiorescenza laterale: & stata prelevata da una ramificazione
secondaria;

Non & stato possibile analizzare I'infiorescenza apicale perché la pianta
stata sottoposta ad un processo di cimatura, con l'intento di favorire
I'induzione a fiore e facilitare la raccolta (Carmazzi e lannone, 2017).

6.6.1 Foglia basale

L’analisi della frazione volatile della foglia basale di C. sativa L. ‘Uso 31’
(Tabella 30), ha evidenziato un quantitativo relativo di sesquiterpeni
idrocarburi, oltre il 60% del profilo emissivo totale. La seconda classe
chimica piu rappresentata & quella dei monoterpeni idrocarburi, tra cui
quelli presenti in quantita relativa maggiore sono a- e B-pinene ed |l
limonene. Seguono i sesquiterpeni ossigenati (11.0%), di cui piu del 50% e
rappresentato dal caryophyllene oxide. L'unico monoterpene ossigenato
presente e I'1,8-cineole, la cui abbondanza relativa & piuttosto rilevante
(8.5%).

Tabella 30 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.
sativa L. ‘Uso 31’, cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto
2017

Kl NOME %
940 a-Pinene 6.1
954 Camphene 0.2
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977 Sabinene 0.3
980 B-Pinene 3.0
992 Myrcene 1.9
1012 6-3-Carene 0.7
1031 Limonene 4.3
1035 1,8-Cineole 8.5
1041 (Z)-B-Ocimene Tr
1051 (E)-B-Ocimene 0.8
1089 Terpinolene 0.1
1103 Nonanal 0.2
1141 Trans-Pinocarveol Tr
1205 Decanal 0.4
1237 3-methyl-3-hexen-1-yl butanoate 0.2
1340 6-Elemene 0.2
1351 a-Terpenyl acetate 0.9
1376 a-Copaene 2.2
1390 B-Cubebene 0.2
1391 B-Elemene 0.7
1405 (Z)-Caryophyllene 0.2
1416 cis-a-Bergamotene 0.5
1418 B-Caryophyllene 29.7
1438 trans-a-Bergamotene 4.6
1443 (Z)-B-Farnesene 0.3
1449 epi-B-Santalene Tr
1455 a-Humulene 5.0
1459 (E)-B-Farnesene 9.0
1485 B-Selinene 3.6
1498 a-Selinene 1.8
1509 B-Bisabolene 1.6
1515 (Z)-y-Bisabolene 0.2
1518 7-epi-a-Selinene 0.4
1524 b-Cadinene 1.0
1551 Elemol 0.5
1581 Caryophyllene oxide 6.6
1598 Cedrol 1.1
1607 Humulene oxide Il 1.3
1619 epi-cedrol 0.2
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 0.8
1668 14-Hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene 0.4
Non terpeni 1.6
Monoterpeni idrocarburi 17.2
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Monoterpeni ossigenati 8.5
Sesquiterpeni idrocarburi 61.3
Sesquiterpeni ossigenati 11.0

Totale identificato (%) 99.6

6.6.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

Analizzando lo spazio di testa della foglia prelevata in prossimita delle
infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 31), la classe chimica
maggiormente espressa dal campione, risulta essere quella dei
sesquiterpeni idrocarburi. Tra questi i composti pil abbondanti sono il il B-
caryophyllene, il trans-a-bergamotene e |'a-humulene. | sesquiterpeni
costituiscono il 10.3% dell’emissione volatile totale: il piu abbondante di
questi e il caryophylleneoxide (5.4%).

Tabella 31 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in
prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’, cimata e raccolta a
Torre del Lago nel mese di agosto 2017

Kl NOME %
940 a-Pinene 1.8
977 Sabinene 1.0
980 B-Pinene 35
1031 Limonene 2.3
1041 (Z)-B-Ocimene Tr
1051 (E)-B-Ocimene 2.7
1103 Nonanal 0.4
1141 trans-Pinocarveol Tr
1205 Decanal 0.8
1391 B-Elemene 0.6
1405 (Z)-Caryophyllene 0.2
1416 cis-a-Bergamotene 0.6
1418 B-Caryophyllene 345
1438 trans-a-Bergamotene 6.2
1444 (Z)-B-Farnesene 0.4
1449 epi-B-Santalene Tr
1455 a-Humulene 10.8
1475 y-Himachalene Tr
1495 (E)-B-Farnesene 14.1
1480 Germacrene D 0.1
1485 B-Selinene 3.2
1498 a-Selinene 2.0
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1507 (E),(E)-o-Farnesene 2.3
1518 7-epi-a-Sesquiphellandrene 0.5
1524 B-Sesquiphellandrene 0.8
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.4
1551 Elemol 0.2
1556 Germacrene B 0.2
1576 Spathulenol 0.3
1581 Caryophyllene oxide 5.4
1598 Cedrol 0.9
1607 Humulene oxide Il 1.7
1619 epi-cedrol 0.4
1636 Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-ol 0.7
1668 14-Hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene 0.6
Non terpeni 1.3
Monoterpeni idrocarburi 11.2
Monoterpeni ossigenati 0.0
Sesquiterpeni idrocarburi 76.9
Sesquiterpeni ossigenati 10.3

Totale identificato (%) 99.7

6.6.3 Infiorescenza
L’analisi dello spazio di testa dell'infiorescenza prelevata da un esemplare di

C. sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 32), mostra la preponderanza dei monoterpeni

idrocarburi tra i composti volatili, la cui abbondanza relativa raggiunge il

72.7% del profilo emissivo totale. | composti la cui presenza € piu rilevante

appartenenti a questa classe sono I'(E)-B-ocimene, che € anche il composto

volatile piu abbondante e si attesta al 33.0% e il myrcene, che raggiunge il

23.0% sul profilo emissivo totale. La classe chimica dei sesquiterpeni

idrocarburi raggiunge il 25.4%: tra questi composti, i pit abbondanti sono il

B-caryophyllene, 'a-humulene ed il 9-epi-(E)-caryophyllene. Le altre classi

rilevate sono tutte presentiin concentrazioni relative inferiori all’1%.

Tabella 32 — Composizione della frazione volatile dell'infiorescenza di C.
sativa L. ‘Uso 31/, cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto

2017
KI Nome Composto %
909 Santolina triene Tr
940 a-Pinene 4.6
954 Camphene Tr
980 B-Pinene 3.3
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992 Myrcene 23.0
1004 p-Mentha-1,7(8)-diene 0.1
1031 Limonene 7.2
1041 (Z)-B-Ocimene 1.2
1051 (E)-B-Ocimene 33.0
1089 Terpinolene 0.1
1138 cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.6
1144 Neo-allo-ocimene 0.1
1237 3-Methyl-3-hexen-1-yl butanoate Tr
1242 Hexyl-3-methyl butanoate 0.1
1376 a-Copaene Tr
1391 B-Elemene 0.3
1410 a-Gurjunene Tr
1418 B-Caryophyllene 11.6
1438 trans-a-Bergamotene 3.0
1444 (Z)-B-Farnesene 0.2
1449 epi-B-Santalene Tr
1455 a-Humulene 2.8
1467 9-epi-(E)-Caryophyllene 4.7
1476 y-Himachalene Tr
1485 B-Selinene 1.1
1498 a-Selinene 0.8
1505 a-Bulnesene 0.1
1509 B-Bisabolene 0.5
1518 7-epi-a-Selinene Tr
1524 B-Sesquiphellandrene 0.3
1534 (E)-y-Bisabolene Tr
1582 Caryophyllene oxide 0.6
1607 Humulene oxide Il 0.2
1668 14-Hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene 0.1
Non terpeni 0.1
Monoterpeni idrocarburi 72.7
Monoterpeni ossigenati 0.6
Sesquiterpeni idrocarburi 25.4
Sesquiterpeni ossigenati 0.9
Totale identificato (%) 99.7

6.7 Cultivar ‘Uso 31’ raccolta ad agosto 2017, non cimata

Materiali e metodi. | campioni studiati sono:
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- Foglia basale: € stata prelevata nella porzione inferiore della pianta,

dove essa esprime il minor numero di infiorescenze e produce foglie

di dimensioni maggiori, da una ramificazione laterale;

- Foglia in prelevata in prossimita delle infiorescenze: € stata

asportata nella porzione superiore della pianta, dove essa esprime il

maggior numero di infiorescenze e produce foglie di dimensioni

minori, da una ramificazione laterlae;

- Infiorescenza apicale: € stata prelevata dall’apice del caule;

- Infiorescenza laterale: e stata prelevata da una ramificazione

laterale;

6.7.1 Foglia basale

L’analisi dell’emissione volatile spontanea della foglia basale di C. sativa L.

‘Uso 31" (Tabella 33), evidenzia un contenuto relativo di sesquiterpeni

idrocarburi superiore al 60% dello spazio di testa complessivo. Tra questi, i

piu rilevanti sono il B-caryophyllene e I'a-humulene. Seguono i monoterpeni

in forma idrocarburica ed ossigenata, presenti in quantita relative simili: i

primi si attestano all’11.7%, mentre i secondi al 13.1%. Tra i monoterpeni

ossigenati € quantitativamente rilevante I'1,8-cineole, che si attesta al

10.3%.

Tabella 33 — Composizione della frazione volatile della foglia basale di C.

sativa L. ‘Uso 317, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto

2017

KI Nome Composto %
940 a-Pinene 3.2
980 B-Pinene 1.1
982 1-Octen-3-ol 0.7
987 6-Methyl-5-hepten-2-one Tr
992 Myrcene 1.9
1011 6-3-Carene 4.4
1035 1,8-Cineole 10.3
1051 (E)-B-Ocimene 1.1
1062 y-Terpinene Tr
1103 Nonanal 0.7
1142 trans-Verbenol 0.7
1141 trans-Pinocarveol 0.9
1070 cis-Sabinene hydrate Tr
1175 cis-Pinocamphone 0.4
1200 n-Dodecane Tr
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1205 Decanal 1.0
1351 a-Terpinyl acetate 0.7
1400 n-Tetradecane 0.3
1405 (Z)-Caryophyllene 1.0
1416 a-cis-Bergamotene 0.2
1418 B-Caryophyllene 36.4
1438 a-trans-Bergamotene 2.1
1440 a-Guaiene 0.2
1455 a-Humulene 10.6
1459 (E)-B-Farnesene 2.7
1470 drima-7,9(11)-diene 0.1
1482 y-Selinene 0.7
1485 B-Selinene 4.2
1498 a-Selinene 3.2
1507 (E),(E)-o-Farnesene 0.6
1524 B-Sesquiphellandrene 0.3
1681 Caryophyllene oxide 6.8
1597 Cedrol 0.6
1606 Humulene oxide Il 1.5
Non terpeni 2.6
Monoterpeni idrocarburi 11.7
Monoterpeni ossigenati 13.1
Sesquiterpeni idrocarburi 62.4
Sesquiterpeni ossigenati 8.9

Totale identificato (%) 98.7

6.7.2 Foglia raccolta in prossimita delle infiorescenze

L’analisi dell’spme condotto a partire da un campione di foglia prelevata in
prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 34), ha portato
alla luce la prevalenza di composti volatili appartenenti alla classe dei
sesquiterpeni idrocarburi, registrati all’80.2%. B-Caryophyllene ed a-
humulene costituiscono, cumulativamente, oltre il 60% dell’emissione
volatile totale. Seguono, con un’abbondanza relativa tuttavia molto
inferiore, i sesquiterpeni ossigenati, tra i quali il caryophylleneoxide e
I"humuleneoxide Il sono i piu abbondanti.Sono invece presenti bassi
guantitativi di composti di natura non terpenica ed i monoterpeni ossigenati
sono presenti solo in tracce.
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Tabella 34 — Composizione della frazione volatile della foglia raccolta in

prossimita delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31, non cimata e raccolta a

Torre del Lago nel mese di agosto 2017

KI NOME %
940 a-Pinene 1.8
980 B-Pinene 0.9
992 Myrcene 2.5
1031 Limonene 1.7
1051 (E)-B-Ocimene 1.3
1100 Linalool Tr
1103 Nonanal 0.7
1205 Decanal 0.5
1351 a-Terpinyl acetate Tr
1391 B-Elemene 0.3
1400 n-Tetradecane Tr
1405 (Z)-Caryophyllene 0.4
1416 a-cis-Bergamotene 0.5
1418 B-Caryophyllene 489
1438 a-trans-Bergamotene 4.1
1518 7-epi-a-Selinene Tr
1455 a-Humulene 13.9
1459 (E)-B-Farnesene 6.0
1482 y-Selinene 0.6
1485 B-Selinene 2.4
1498 a-Selinene 1.7
1509 B-Bisabolene 0.4
1524 B-Sesquiphellandrene 0.3
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.6
1556 Germacrene B Tr
1576 Spathulenol 0.2
1581 Caryophyllene oxide 7.1
1597 Cedrol 0.4
1606 Humulene oxide Il 1.4

14-Hydroxy-9-epi-(E)-

1668 Caryophyllene 0.1
Non terpeni 1.2
Monoterpeni idrocarburi 8.4
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 80.2
Sesquiterpeni ossigenati 9.2
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Totale identificato (%) | 99.0

6.7.3 Infiorescenza laterale

Analizzando lo spazio di testa dell’infiorescenza laterale di C. sativa L. ‘Uso
31’, € emerso che la classe di composti piu espressa & quella dei
monoterpeni idrocarburi, di cui il piu abbondante e il myrcene, attestato al
28.7% seguito dall’(E)-B-ocimene che si registra al 24.9%. Segue, in termini
di rilevanza percentuale, la classe dei sesquiterpeni idrocarburi, di cui fa
parte il B-caryophyllene: quest’ultimo ¢ il terzo composto piu abbondante
(23.6%) nel profilo aromatico di questo campione. Sia i non terpeni che i
monoterpeni ossigenati sono stati rilevati solo in tracce.

Tabella 35 — Composizione della frazione volatile infiorescenza laterale di C.
sativa L. ‘Uso 31’, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto
2017

KI NOME %
909 Santolina triene Tr
940 a-Pinene 1.8
980 B-Pinene 1.5
992 Myrcene 28.7
1031 Limonene 6.8
1041 (Z)-B-Ocimene 1.3
1051 (E)-B-Ocimene 24.9
1089 Terpinolene 0.1
1178 4-Terpineol Tr
1242 Hexyl-3-methyl Butanoate Tr
1340 6-Elemene Tr
1351 a-Cubebene Tr
1376 a-Copaene Tr
1391 B-Elemene 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene Tr
1418 B-Caryophyllene 23.6
1438 trans-a-Bergamotene 0.8
1455 a-Humulene 53
1459 (E)-B-Farnesene 1.7
1482 y-Selinene 0.3
1485 B-Selinene 0.6
1498 a-Selinene 0.6
1515 (Z)-y-Bisabolene 0.2
1524 B-Sesquiphellandrene 0.2
1542 Selina-3,7(11)-diene Tr
1581 Caryophyllene oxide 0.3
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Non terpeni Tr
Monoterpeni idrocarburi 65.1
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 33.7
Sesquiterpeni ossigenati 0.3
Totale identificato (%) 99.1

6.7.4 Infiorescenza apicale

Dall’analisi dell’emissione volatile spontanea dell’infiorescenza di C. sativa L.
‘Uso 31" emerge che la classe chimica maggiormente rappresentata e quella
dei monoterpeni idrocarburi, che costituiscono piu del 60% del totale dei
composti volatili. Tra i composti appartenenti a questa classe chimica, i piu
rilevanti sono il myrcene (28.6%), che rappresenta il composto pil
abbondante nello spazio di tesa di questo campione, e I'(E)-B-ocimene
(24.5%). Il contenuto percentuale dei sesquiterpeni idrocarburi supera il
35% del totale: anche in questo caso, il B-caryophyllene ¢ il pit abbondante.
Nel campione non sono stati rilevati né derivati non terpenici né
monoterpeni ossigenati, mentre i sesquiterpeni ossigenati si attestano allo
0.3%.

Tabella 36 — Composizione della frazione volatile infiorescenza apicale di C.
sativa L. ‘Uso 31’, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di agosto
2017

KI NOME %
909 Santolina triene Tr
940 a-Pinene 2.2
954 Camphene Tr
977 Sabinene Tr
980 B-Pinene 1.6
992 Myrcene 28.6
1031 Limonene 3.5
1041 (Z)-B-Ocimene 1.3
1051 (E)-B-Ocimene 24.5
1089 Terpinolene Tr
1391 B-Elemene 0.3
1418 B-Caryophyllene 24.4
1438 trans-a-Bergamotene 1.1
1455 a-Humulene 6.1
1459 (E)-B-Farnesene 2.2
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1485 B-Selinene 1.0
1498 a-Selinene 1.0
1505 a-Bulnesene 0.1
1509 B-Bisabolene 0.2
1518 7-epi-a-Selinene 0.3
1524 B-Sesquiphellandrene 0.2
1542 Selina-3,7(11)-diene Tr
1556 Germacrene B Tr
1581 Caryophyllene oxide 0.3
1606 Humulene oxide || Tr
Non terpeni 0.0

Monoterpeni idrocarburi 61.7

Monoterpeni ossigenati 0.0

Sesquiterpeni idrocarburi 36.8

Sesquiterpeni ossigenati 0.3

Totale identificato (%) 98.8

6.8 Cultivar ‘Uso 31’ raccolta a settembre 2017, non cimata
Materiali e metodi. Sono stati utilizzati i seguenti campioni:

- Foglie in prossimita delle infiorescenze: sono state utilizzate 3
piccole foglie, prelevate nelle pressi delle infiorescenze sulle
ramificazioni secondarie. Sono state utilizzate queste foglie poiché
non erano presenti foglie piu grandi in buono stato, essendo I'ultima
raccolta e la pianta avviata al deperimento;

- Infiorescenza apicale: asportata dall’apice dello stelo centrale;

6.8.1 Foglie in prossimita delle infiorescenze

Dall’analisi dell’emissione volatile spontanea delle foglie in prossimita delle
infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31, emerge che la classe chimica
maggiormente rappresentata e quella dei sesquiterpeni idrocarburi, che
rappresentano il 65.2% del totale dei composti volatili. Tra di essi, sono
particolarmente abbondanti il B-caryophyllene (31.4%) e I'a-humulene
(9.3%). La seconda classe piu rappresentata & quella dei monoterpeni
idrocarburi, in cui sono presenti a rilevanti abbondanze relative il myrcene, il
limonene e I'a-pinene. | monoterpeni ossigenati rappresentano lo 0.9% sul
totale, mentre i sesquiterpeni ossigenati sono presenti solo in tracce.
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Tabella 37 — Composizione della frazione volatile delle foglie in prossimita

delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’, non cimata e raccolta a Torre del

Lago nel mese di settembre 2017

KI Nome composto %
909 Santolina triene 0.3
940 a-Pinene 10.3
954 Camphene 0.3
980 B-Pinene 3.9
992 Myrcene 8.0
1004 a-Phellandrene Tr
1012 5-3-Carene Tr
1019 a-Terpinene Tr
1031 Limonene 2.3
1041 (Z)-B-Ocimene 0.7
1051 (E)-B-Ocimene 3.4
1062 y-Terpinene Tr
1070 cis-Sabinene hydrate 0.1
1089 Terpinolene 3.5
1191 a-Terpineol Tr
1100 Linalool 0.1
1116 exo-Fenchol 0.2
1123 trans-Pinene hydrate 0.2
1145 (E)-Myroxide 0.1
1149 Ipsdienol 0.2
1167 Borneol 0.1
1372 a-Ylangene 0.7
1376 a-Copaene Tr
1384 B-Bourbonene 0.1
1386 Hexyl hexanoate 0.4
1395 Sativene 0.2
1400 n-Tetradecane 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 1.1
1418 B-Caryophyllene 31.4
1431 y-Elemene 0.1
1438 trans-a-Bergamotene 0.2
1440 a-Guaiene 0.1
1441 B-Gurjunene 0.5
1455 a-Humulene 9.3
1461 Alloaromadendrene 0.5
1474 y-Himachalene 0.2
1475 B-Chamigrene 0.2
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1477 y-Muurolene 0.2
1479 y-Selinene 2.0
1485 B-Selinene 2.9
1495 a-Selinene 4.3
1500 n-Pentadecane 0.1
1505 6-Amorphene 0.9
1507 (E),(E)-a-Farnesene 0.4
1518 7-epi-a-Selinene 2.4
1523 6-Cadinene 0.3
1542 Selina-3,7(11)-diene 6.9
1556 Germacrene B 0.4
Non terpeni 0.7
Monoterpeni idrocarburi 32.7
Monoterpeni ossigenati 0.9
Sesquiterpeni idrocarburi 65.2
Sesquiterpeni ossigenati Tr

Totale identificato 99.45

6.8.2 Infiorescenza apicale

Dallo studio dello spazio di testa dell'infiorescenza apicale di C. sativa L.
‘Uso 31’, emerge che la classe di composti preponderante & quella dei
monoterpeni idrocarburi, i quali si attestano all’81.3% sul totale dei
composti volatili, di questi, i composti pil abbondanti sono I'a-pinene
(37.7%), il myrcene (20.2%), il y-terpinene (5.8%) e lo (Z)-B-ocimene
(4.4%) come mostrato in Tabella 38. Seguono i sesquiterpeni idrocarburi,
che si attestano al 18.4% e i cui composti piu importanti in termini
guantitativi sono I'a-ylangene ed il B-gurjunene. | composti di natura non
terpenica ed i derivati ossigenati di mono- e sesquiterpeni non
raggiungono quantitativi rilevanti, essendo quasi del tutto assenti.

Tabella 38 — Composizione della frazione volatile dell'infiorescenza
apicale di C. sativa L. ‘Uso 31’, non cimata e raccolta a Torre del Lago nel
mese di settembre 2017

KI Nome Composto %
909 Santolina triene 1.1
940 a-Pinene 37.7
954 Camphene 0.6
980 B-Pinene 9.2
992 Myrcene 20.2
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1005 a-Phellandrene 0.3
1012 5-3-Carene 0.3
1031 Limonene 0.2
1041 (Z)-B-Ocimene 4.4
1051 (E)-B-Ocimene 1.5
1062 y-Terpinene 5.8
1072 cis-Sabinene hydrate Tr
1089 Terpinolene 0.1
1116 exo-Fenchol Tr
1167 Borneol Tr
1351 a-Cubebene Tr
1372 a-Ylangene 5.6
1385 1-Hexyl hexanoate 0.2
1405 (Z)-Caryophyllene 0.1
1418 B-Caryophyllene 0.3
1440 B-Gurjunene 7.4
1455 a-Humulene 0.1
1461 Alloaromadendrene Tr
1479 y-Selinene 1.8
1485 B-Selinene 0.4
1495 a-Selinene 0.5
1505 5-Amorphene 0.8
1542 Selina-3,7(11)-diene 1.4
1556 Germacrene B Tr
1560 Guaia-3,9-diene 0.1
Non terpeni 0.2
Monoterpeni idrocarburi 81.3
Monoterpeni ossigenati Tr
Sesquiterpeni idrocarburi 18.4
Sesquiterpeni ossigenati -
Totale identificato 100.0

6.9 Cultivar ‘Uso 31’ raccolta a settembre 2017, cimata
Materiali e metodi. Sono stati utilizzati i seguenti campioni:

Foglie in prossimita delle infiorescenze: sono state utilizzate 3
piccole foglie, prelevate nelle pressi delle infiorescenze sulle
ramificazioni secondarie. Sono state utilizzate queste foglie poiché
non erano presenti foglie pit grandi in buono stato, essendo I'ultima
raccolta e la pianta avviata al deperimento;
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- Infiorescenza laterale: asportata da una ramificazione secondaria

6.9.1 Foglie in prossimita delle infiorescenze

L’analisi dello spazio di testa delle foglie in prossimita delle infiorescenze di
C. sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 39) ha portato alla luce che la classe di
composti preponderante nella frazione volatile & quella dei sesquiterpeni
idrocarburi (44.0%), in cui i componenti che si trovano in maggiore
abbondanza relativa sono il B-caryophyllene, il B-selinene, I'a-humulene e
I'(E)-B-farnesene. Seguono i monoterpeni idrocarburi, che si attestano ad un
guantitativo quasi equivalente (43.9%) e tra questi, quelli piu abbondanti
sono l'a- ed il B-pinene, il myrcene, il terpinolene e I'(E)-B-ocimene. Non
sono presenti sesquiterpeni ossigenati, mentre i monoterpeni ossigenati si
attestano all’1.8%.

Tabella 39 — Composizione della frazione volatile delle foglie in prossimita
delle infiorescenze di C. sativa L. ‘Uso 31’, cimata e raccolta a Torre del Lago
nel mese di settembre 2017

KI Nome composto %
940 a-Pinene 10.6
954 Camphene Tr
978 Sabinene Tr
980 B-Pinene 4.2
992 Myrcene 3.0
995 Mesitylene 0.7
1008 (Z)-3-Hexenol acetate 2.3
1012 5-3-Carene 0.5
1018 a-Terpinene Tr
1031 Limonene 1.9
1041 (Z)-B-Ocimene 0.4
1051 (E)-B-Ocimene 7.0
1089 Terpinolene 15.7
1135 trans-Pinocarveol 0.4
1142 trans-Verbenol 1.1
1305 Undecanal 1.0
1357 Citronellyl acetate 0.3
1391 B-Elemene Tr
1400 n-Tetradecane 1.9
1416 cis-a-Bergamotene Tr
1418 B-Caryophyllene 17.2
1438 a-trans-Bergamotene 3.0
1455 a-Humulene 7.6
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1459 (E)-B-Farnesene 45
1477 2-(E)-Dodecen-1-ol 1.0
1479 y-Selinene 1.5
1485 B-Selinene 4.2
1495 a-Selinene 33
1500 n-Pentadecane 1.6
1518 7-epi-a-Selinene 0.9
1542 Selina-3,7(11)-diene 1.7
Non terpeni 7.8

Monoterpeni idrocarburi 439

Monoterpeni ossigenati 1.8
Sesquiterpeni idrocarburi 44.0
Sesquiterpeni ossigenati 0.0

Totale identificato 97.5

6.9.2 Infiorescenza laterale

L'analisi dell’emissione volatile spontanea dell’infiorescenza laterale di C.
sativa L. ‘Uso 31’ (Tabella 40), ha messo in luce che la classe di composti
maggiormente rappresentata € quella dei monoterpeni idrocarburi, che
raggiungono il 93.1%. Tra questi, & presente il composto pil rappresentato
nella frazione volatile, ovvero il terpinolene, che si attesta al 38.0%, seguito
dall" (E)-B-ocimene, registrato al 15.5%. La seconda classe chimica piu
rappresentata € quella dei sesquiterpeni idrocarburi, che rappresenta il
6.7% del totale dei composti volatili ed il cui composto pit abbondante ¢ il
B-caryophyllene. | derivati ossigenati di mono- e sesquicarburi non sono
presenti in quantita significativa, mentre non sono presenti composti di
natura non terpenica.

Tabella 40 — Composizione della frazione volatile dell’infiorescenza laterale
di C. sativa L. ‘Uso 31/, cimata e raccolta a Torre del Lago nel mese di
settembre 2017

KI Nome composto %
932 a-Thujene 0.1
940 a-Pinene 21.6
954 Camphene 0.4
980 B-Pinene 8.1
992 Myrcene 1.6
1005 a-Phellandrene 1.1
1012 5-3-Carene 1.1
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1019 a-Terpinene 0.9
1027 p-Cimene 0.3
1031 Limonene 3.0
1041 (Z)-B-Ocimene 1.0
1051 (E)-B-Ocimene 15.5
1062 y-Terpinene 0.3
1089 Terpinolene 38.0
1112 1,3,8-p-Menthatriene 0.1
1145 (E)-Myroxide 0.2
1392 B-Elemene Tr
1418 B-Caryophyllene 3.2
1438 trans-a-Bergamotene 0.5
1455 a-Humulene 1.1
1467 9-epi-(E)-Caryophyllene 0.7
1475 y-Himachalene Tr
1479 y-Selinene 0.2
1485 B-Selinene 0.5
1495 a-Selinene 0.4
1518 7-epi-a-Selinene Tr
1524 B-Sesquiphellandrene Tr
1542 Selina-3,7(11)-diene 0.1
1556 Germacrene B Tr
1581 Caryophyllene oxide Tr
Non terpeni 0.0

Monoterpeni idrocarburi 93.1
Monoterpeni ossigenati 0.2
Sesquiterpeni idrocarburi 6.7
Sesquiterpeni ossigenati Tr

Totale identificato 100.0

6.10 Analisi Statistica Multivariata SPME

6.10.1 Hierachical Cluster Analysis (HCA)

In figura 4 ¢ riportato il dendrogramma ottenuto dall’analisi, mediante il
metodo HCA, delle composizioni degli spazi di testa dei campioni del
presente lavoro. . | campioni sono riportati con abbreviazioni identificative
come segue:

- F75luginfap: infiorescenza apicale prelevata a luglio da Futura75
- F75 lug inflat: infiorescenza laterale prelevata a luglio da Futura75
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F75 lug fogbas: foglia basale prelevata a luglio da Futura 75

F75 lug foginf: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze da
Futura75 a luglio

F75 ago infap cim: infiorescenza apicale prelevata ad agosto da
Futura75 cimata

F75 ago inflat cim: infiorescenza laterale prelevata ad agosto da
Futura75 cimata

F75 ago fogbas cim: foglia basale prelevata ad agosto da Futura75
cimata

F75 ago foginf cim: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze
ad agosto da Futura75 cimata

F75 ago infap nc: infiorescenza apicale prelevata ad agosto da
Futura”75 non cimata

F75 ago inflat nc: infiorescenza laterale prelevata ad agosto da
Futura75 non cimata

F75 ago fogbas nc: foglia basale prelevata ad agosto da Futura75
non cimata

F75 ago foginf nc: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze
ad agosto da Futura75 non cimata

F75 sett fog: foglia prelevata a settembre da Futura 75

F75 sett inf: infiorescenza prelevata a settembre da Futura 75

U31 lug infap: infiorescenza apicale prelevata a luglio da Uso 31

U31 lug inflat: infiorescenza laterale prelevata a luglio da Uso 31

U31 lug fogbas: foglia basale prelevata a luglio da Uso 31

U31 lug foginf: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze da
Uso31 a luglio

U31 ago infap cim: infiorescenza apicale prelevata ad agosto da Uso
31 cimata

U31 ago inflat cim: infiorescenza laterale prelevata ad agosto da Uso
31 cimata

U31 ago fogbas cim: foglia basale prelevata ad agosto da Uso 31
cimata

U31 ago foginf cim: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze
ad agosto da Uso 31 cimata

U31 ago infap nc: infiorescenza apicale prelevata ad agosto da Uso
31 non cimata

U31 ago inflat nc: infiorescenza laterale prelevata ad agosto da Uso
31 non cimata

U31 ago fogbas nc: foglia basale prelevata ad agosto da Uso31 non
cimata
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- U31 ago foginf nc: foglia prelevata in prossimita delle infiorescenze
ad agosto da Uso31 non cimata

- U31 sett fog nc: foglia prelevata a settembre da Uso 31 non cimata

- U31 sett inf nc: infiorescenza prelevata a settembre da Uso 31 non
cimata

- U31 sett inf cim: infiorescenza prelevata a settembre da Uso 31
cimata

- U31 sett fog cim: foglia prelevata a settembre da Uso31 cimata

Il raggruppamento in cluster gerarchici evidenzia la distribuzione dei
campioniin 5 gruppi.

La prima distinzione dei campioni & in due macrogruppi (A e B), entrambi
ulteriormente divisi in due sottogruppi (Al e A2; B1 e B2).

Il gruppo A & maggiormente popolato da campioni rappresentanti le foglie,
mentre nel gruppo B confluiscono quelli delle infiorescenze, indipendente
dalla cultivar (‘Futura 75" ed ‘Uso 31’). Fanno eccezione nel gruppo A le
infiorescenze laterali ed apicali di entrambe le cultivar del mese di luglio. Nel
gruppo B, invece, le due uniche eccezioni sono rappresentate da foglie di
‘Uso 31’ e ‘Futura 75’ di settembre. La composizione dello spazio di testa dei
campioni di ‘Futura 75 di luglio risulta piuttosto omogenea ed e
interamente rappresentata nel sottogruppo A2. Riguardo la stessa cultivar,
nel mese di agosto le infiorescenze, a prescindere dalla cimatura subita o
meno dalla pianta, fanno parte del solito sottogruppo B2, mentre il
campione di infiorescenza del mese di settembre si trova nel sottogruppo
B1. Tutte le foglie, ad eccezione di quella del campione di settembre si
trovano nel sottogruppo A2.

Tutti i campioni di ‘Uso 31’ di luglio sono nel gruppo A: mentre le foglie si
trovano nel sottogruppo A2, le infiorescenze ne formano uno proprio (Al), a
delineare le seppur sottili differenze nell’emissione volatile tra i diversi
organi. | campioni di agosto di questa cultivar, a prescindere dalla cimatura,
presentano profili volatili a composizione piuttosto omogenea: tutte le
infiorescenze confluiscono nel sottogruppo B1, mentre le foglie nel gruppo
A2. | campioni di settembre si collocano interamente nel sottogruppo B2 e
I"'unico ad essere dissimile, almeno in parte, € quello dell'infiorescenza di
settembre prelevata dalla pianta cimata, che forma una diramazione a sé
stante.
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Figura 4 Dendrogramma dell'analisi a cluster gerarchici degli spazi di testa
analizzati

6.10.2 Principal Component Analysis (PCA)

L’analisi statistica con il metodo dell’analisi delle componenti principali &
stata effettuata analizzando la matrice di dati costituita dal numero di
campioni (28) e dal numero totale dei composti rilevati (83), per un totale di
2324 dati. Lo score plot riportato in Figura 5 mostra la distribuzione dei
campioni nel sistema di coordinate avente come assi le rette descritte dalle
due regressioni lineari comprendenti il maggior numero possibile di dati: la
varianza totale osservata e pari al67.44% dei dati in matrice.
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Figura 5 Score plot dell’analisi delle componenti principali degli spazi di testa

analizzati.
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Figura 6 Diagramma dei pesi fattoriali dell'analisi delle componenti principali degli
spazi di testa analizzati

Come evidenziato dal dendrogramma in Figura 5, i campioni appartenenti
al gruppo B1 sono piuttosto simili tra loro e pertanto sono tutti collocati nel
guadrante superiore destro (PC1 e PC2 positive). Dal diagramma dei pesi
fattoriali (Figura 6) emerge che i vettori maggiormente responsabili di
questo posizionamento sono quelli del myrcene, del limonene e dell’(E)-B-
ocimene.

| campioni facenti parte del sottogruppo A2 sono invece distribuiti tra i
guadranti a PC2 negativa, sia quello superiore che quello inferiore. Cio
dipende primariamente dal vettore del B-caryophyllene e dalle deviazioni,
pil 0 meno intense, dovute ai vettori dell’a- e B-pinene.

Anche i campioni appartenenti al sottogruppo Al si trovano nel quadrante
inferiore sinistro, grazie all’'influenza del vettore dell’(E)-3-hexenol acetate.
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Tutti i campioni del sottogruppo B2 si trovano nel quadrante inferiore
destro (PC1 positiva e PC2 negativa), cosi come l'infiorescenza di settembre
della cultivar ‘Uso 31’, che nel dendrogramma compariva come una
ramificazione a sé stante e piu marcatamente distinta rispetto agli altri
campioni, primariamente influenzata dai vettori dell’a-pinene, del
terpinolene e dal vettore dell’(E)-B-ocimene, mentre risente poco
dell'influenza del B-caryophyllene.

6.10.3 Confronto fra i profili emissivi dei campioni analizzati

La composizione dello spazio di testa dei campioni non ¢ influenzata dalla
cimatura quanto dall’epoca di raccolta. Infatti non appaiono drastici
cambiamenti nelle composizioni dei campioni raccolti nello stesso periodo
pur avendo subito trattamenti agronomici diversi. Tali differenze, invece,
appaiono durante le diverse fasi di accrescimento e sviluppo (fino alla
decadenza nel mese di settembre) della pianta, dove diminuisce
notevolmente la produzione di B-caryophyllene, che domina le emissioni
spontanee volatili per tutto il periodo di sviluppo della pianta, e invece
aumenta quella di altri composti, in special modo monoterpenici, quali il
terpinolene e I'(E)-B-ocimene.
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7. LA BIRRA ARTIGIANALE

La birra & una bevanda-alimento antichissima, la cui origine pud essere
presumibilmente fatta risalire a circa 7.000 anni a.C. Gli Assiro-Babilonesi e i
Sumeri furono i primi a produrre una bevanda fermentata a base di cereali.
La birra & la bevanda piu diffusa al mondo dopo il te, le bibite gassate e il
latte, con un consumo annuo stimato in circa un miliardo e trecento milioni
di ettolitri, oltre cinque volte quello del vino. Attualmente il consumo pro
capite in Italia & di circa 29 litri, il piu basso tra i paesi UE, mentre il primato
spetta alla Germania con circa 120 litri/pro capite. Tra i paesi non UE
sicuramente i piu forti bevitori di birra appartengono alla Repubblica Ceca
con 160 L/pro capite (Unica.it).

La legge n. 1354 del 16 agosto 1962, modificata dalle leggi 329/74 e 141/89,
dal DL 109/92 e dal DPR n. 272/98, ne riporta la definizione, ovvero:“la
denominazione birra & riservata al prodotto ottenuto dalla fermentazione
alcolica con ceppi di Saccharomyces carlsbergensis o di Saccharomyces
cerevisige di un mosto preparato con malto, di orzo o di frumento o di loro
miscele ed acqua, amaricato con luppolo o suoi derivati o con entrambi. La
fermentazione alcolica del mosto pud essere integrata con una
fermentazione lattica. (Unica.it)

Nella produzione della birra € consentito I'impiego di estratti di malto
torrefatto e degli additivi alimentari consentiti dal decreto del Ministro della
sanita n. 209/96. Il malto d’orzo o di frumento puo essere sostituito con altri
cereali, anche rotti o macinati o sotto forma di fiocchi, nonché con materie
prime amidacee e zuccherine nella misura massima del 40% calcolato
sull’estratto secco del mosto (Unica.it)

7.1 Produzione della birra
Il processo di preparazione di questa bevanda consiste nel susseguirsi di
diverse fasi:

1) Macinazione: in cui i grani di malto dorzo ed altri cereali
eventualmente utilizzati vengono macinati per far si che il loro
contenuto amidaceo sia a disposizione dei microorganismi che si
occupano della fermentazione.

2) Ammostamento: il cereale macinato viene miscelato con acqua
calda per far si che si attivino gli enzimi idrolitici del malto.

3) Filtrazione: dopo che gli amidi sono stati trasformati in zuccheri
semplici, la miscela viene filtrata due volte per ottenere un mosto
privo di impurita
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4) Bollitura: questa fase dura circa 60-90 minuti e, tra le altre, ha la
funzione di disattivare eventuali enzimi ancora presenti, oltre quella
di sterilizzare e concentrare il mosto.

5) Luppolamento: durante la bollitura viene aggiunto il luppolo, che dal
punto di vista organolettico svolge sia una funzione amaricante che
aromatica. Gli oli essenziali responsabili dell’apporto aromatico,
subiscono invece una rapida degradazione ed evaporazione in
bollitura, per questo motivo il luppolo da aroma viene inserito al
termine della fase di bollitura.

6) Raffreddamento ed ossigenazione: al termine della bollitura il mosto
contiene diverse impurita, che vengono eliminate per decantazione.
Il mosto viene poi trasferito nei i fermentatori e raffreddato sino alla
temperatura adatta alla fermentazione, reintegrando quantita di
ossigeno tramite, per esempio, insuffla mento nel mosto di ossigeno
puro od aria sterile.

7) Fermentazione: viene aggiunto il lievito al mosto (Microbirrifici.org).

7.2 Analisi della Birra Geohempaty del 2016

Questa birra alla canapa presenta la peculiarita di essere interamente
prodotta grazie ad energia rinnovabile di tipo geotermico. Differisce nella
sua preparazione rispetto alle altre birre in quanto, insieme agli strobili di
luppolo, vengono utilizzate anche infiorescenze di C. sativa durante la fase
dell’amaricazione, con metodo “mash hopping” in prebollitura, tecnica che
permette la formazione di aromi piu stabili e meno volatili. Nel campione in
esame sono state utilizzate infiorescenze provenienti dalle cultivar
‘Futura75’ e ‘Uso 31’ raccolte nel 2016 (Toscanapa.it).

7.2.1 Spazio di testa

Materiali e metodi. || campione di birra € stato inserito in una vial di vetro,
sigillata con carta di alluminio per creare un ambiente chiuso e mantenuta a
temperatura ambiente per un periodo di 30 minuti: questa fase consente al
sistema di equilibrarsi, cioé di instaurare I'equilibrio tra i composti volatili
presenti nel campione e 'aria dello spazio di testa sovrastante. In seguito, lo
spazio di testa € stato campionato per esposizione di una fibra in PDMS per
20 minuti.

Analisi. L’analisi dello spazio di testa del campione di birra ha evidenziato
che la maggioranza dei composti volatili in esso presenti non sono di natura
terpenica e si attestano ad un valore superiore all’87.0%, come riportato in
Tabella 33. Dei composti terpenici, che sono poi quelli che conferiscono
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I'aroma di canapa alla birra, vengono riscontrati nello spazio di testa solo

quelli presenti in maggiore quantita nella pianta di partenza. In particolare

tra i monoterpeni idrocarburi sono presenti il myrcene, piccole quantita di

limonene e tracce di terpinolene, mentre tra i sesquiterpeni idrocarburi si

registrano

cannabinoidi.

I'o-humulene e il B-caryophyllene.

sono presenti

Tabella 34 — Analisi dello spazio di testa del campione di birra Geohempaty

KI Nome Composto %
798 Ethyl butyrate 0.3
824 Ethyl isovalerate 0.1
870 1-Hexanol Tr
876 Isopentyl acetate 3.1
916 Propyl butyrate 0.2
980 1-Octen-3-ol Tr
987 6-Methyl-5-Hepten-2-one Tr
992 Myrcene 2.5
999 Ethyl hexanoate 5.5
1016 2-Methyl butyl isobutyrate 1.8
1031 Limonene 0.2
1035 1,8-Cineole 0.2
1064 Ethyl-5-methylhexanoate 0.1
1098 Ethyl heptanoate 0.4
1072 1-Octanol Tr
1090 Terpinolene Tr
1093 2-Nonanone Tr
1100 Linalool 0.5
1104 Isopentyl isovalerate 0.7
1100 3-Methylbutyl-2-methylbutanoate 0.7
1117 Phenyl ethyl alcohol 4.0
1130 Methyl 2-methyloctanoate 2.4
1156 Isoborneol Tr
1179 4-Terpineol Tr
1191 Octanoic acid 0.6
1194 Dihydro carneo 0.1
1196 Ethyl octanoate 48.8
1230 Citronellol 0.3
1258 2-Phenyl ethyl acetate 0.4
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1295 6-Undecanol 1.3
1325 Methyl geranate 1.4
1380 Ethyl-4(E)-decenoate 10.9
1396 Ethyl decanoate 53
1418 B-Caryophyllene 0.4
1429 B-Copanene Tr
1455 a-Humulene 1.7
1477 y-Muurolene 0.2
1480 B-Selinene 0.2
1482 Germacrene D 0.2
1499 a-Muurolene Tr
1503 trans-y-Cadinene 0.1
1513 Zonarene 0.3
1542 Selina-3,7(11)-diene Tr
1545 a-Calacorene 0.1
1582 Caryophyllene oxide 0.2
1594 Ethyl dodecanoate 0.6
1614 1,10-di-epi-Cubenol 0.1
1630 1-epi-Cubenol 0.1
1638 Hinesol 0.2
1641 epi-a-Cadinol 0.4
1667 Intermedeol 0.2
Non terpeni 87.1
Monoterpeni idrocarburi 2.8
Monoterpeni ossigenati 2.6
Sesquiterpeni idrocarburi 3.3
Sesquiterpeni ossigenati 1.3

Totale identificato(%) 97.1

7.3 Analisi birra artigianale della concorrenza aromatizzata con
Cannabis sativa

[l campione esaminato & una birra artigianale aromatizzata con canapa di
origine biologica ed & prodotta grazie all’aggiunta di olio essenziale di
Cannabis sativa L. derivante da seme.

7.3.1 Spazio di testa
Materiali e metodi. || campione di birra € stato inserito in una vial di vetro,
sigillata con carta di alluminio per creare un ambiente chiuso e mantenuta a
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temperatura ambiente per 30 minuti. In seguito, lo spazio di testa & stato
campionato per esposizione di una fibra in PDMS per 20 minuti.

Analisi. 'analisi dello spazio di testa della birra della concorrenza mostra
che la quasi totalita dei composti volatili € rappresentata da quelli di natura
non terpenica, tra cui 'ethyloctanoate, che si attesta al 58.4%, come
riportato in Tabella 35.

| composti terpenici, derivanti dall’aromatizzazione con I'olio essenziale di
canapa, si trovano in abbondanze relative basse e sono rappresentati
unicamente dal monoterpene ossigenato linalool, attestato allo 0.2%, e dai
sesquiterpeni idrocarburi, comprendenti bassi tenori di a- e B-selinene, a-
humulene e tracce di a-copaene e di B-caryophyllene, mentre non sono
presenti nella frazione volatile i monoterpeni idrocarburi.

Tabella 35 — Analisi dello spazio di testa del campione di birra concorrente

KI Nome composti %
736 Isoamyl alcohol 0.1
804 Ethyl butanoate 0.3
876 Isopentyl alcohol 4.2
915 Styrene 0.8
986 6-Methyl-5-hepten-2-one Tr
998 Ethyl hexanoate 55
1011 n-Hexyl acetate Tr
1073 1-Octanol 0.1
1098 Ethyl heptanoate 0.2
1100 Linalool 0.2
1103 Nonanal 0.4
1115 Phenyl ethyl alcohol 3.8
1171 Ethyl benzoate 0.1
1196 Ethyl octanoate 58.4
1205 Decanal 1.0
1258 2-Phenyl ethyl acetate 0.8
1273 1-Decanol 0.3
1295 Propyl octanoate 0.2
1298 Ethyl nonanoate 0.3
1305 Undecanal 0.3
1345 Octanoic acid, isobutyl ester 0.4
1377 a-Copaene Tr
1380 Ethyl-4(E)-decenoate 49
1396 Ethyl decanoate 14.8
1409 Dodecanal 0.1
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1418 B-Caryophyllene Tr
1455 a-Humulene 1.1
1485 B-Selinene 0.2
1495 a-Selinene 0.1
1581 Ethyl dodecanoate 0.6
Non terpeni 97.7

Monoterpeni idrocarburi -
Monoterpeni ossigenati 0.2
Sesquiterpeni idrocarburi 1.4

Sesquiterpeni ossigenati -
Totale identificato 99.3

7.4 Confronto tra le due birre artigianali
| derivati non terpenici, ed in particolare gli esteri etilici, dominano gli spazi

di testa di entrambi i campioni, di cui rappresentano la quasi totalita. In
entrambi i casi, I'ethyloctanoate & il composto piu rilevante nel profilo
emissivo spontaneo. Seguono I'ethyl-4(E)-decenoate e I'ethyldecanoate, con
abbondanza relativa invertita nei due campioni: 10.9 e 4.9% il primo, 5.3 e
14.8% il secondo, rispettivamente nella birra Geohempathy ed in quella
concorrente. L'ethylhexanoate ha una concentrazione relativa rilevante ed
uguale (5.5%) in entrambi gli spazi di testa.

In entrambe le birre, la seconda classe chimica piu rappresentata € quella
dei sesquiterpeni idrocarburi, di cui 'a-humulene ¢ il piu abbondante in
entrambe: il contributo maggiore in termini di emissione di questo
sesquiterpene idrocarburo € presumibilmente da ascriversi al luppolo,
presente in quantita maggiore rispetto alla canapa, di cui tuttavia condivide
un profilo emissivo generalmente ricco in questo composto.

Data la maggior presenza di monoterpeni, il bouquet aromatico della birra
Geohempathy € piu ricco e complesso: il mantenimento delle note
aromatiche e presumibilmente dovuto alla tecnica del mash-hopping in pre-
bollitura, che consente alle note piu volatili dei monoterpeni di permanere
fino al prodotto finito.

7.4.1 Risultato

La tecnica che influenza maggiormente il profilo emissivo della birra € quella
del mash-hopping, utilizzata per la birra Geohempaty, in cui vengono
inserite in pre-bollitura le infiorescenze intatte di canapa, mentre 'aggiunta
dell'olio essenziale influisce poco sulla composizione dello spazio di testa
della birra concorrente, poiché i componenti sesquiterpenici dell’olio
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essenziale di canapa sono presenti solo in basse abbondanze relative e
probabilmente in parte imputabili alla luppolazione.
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8. Conclusioni

L'utilizzo del fiore di canapa rappresenta un’innovazione nel settore della
canapicoltura: esso rappresenta primariamente uno scarto di produzione
nelle varieta da fibra, di cui si utilizza unicamente il canapulo. La possibilita
di utilizzare questo by-product come materia prima da cui estrarre un
prodotto pregiato e ad alto valore aggiunto, quale & I'olio essenziale, &
interessante nell’ottica di una filiera produttiva pit “green”. A tale scopo €
necessario lo sviluppo di un’apposita legislazione, che regolamenti I'utilizzo
e 'estrazione dell’olio essenziale in termini di qualita e sicurezza. L'altro
interessante sbocco per l'utilizzo del fiore di canapa & quello del suo
possibile utilizzo nel settore del beverage, che pud significare una svolta
importante per i produttori di canapa permettendo la chiusura della filiera.

Nell'ottica di una produzione volta a soddisfare anche le richieste di
biomassa a fiore, misure agronomiche quali la cimatura permettono una
migliore crescita vegetativa della pianta, riscontrata specialmente nella
cultivar ‘Uso 31’, il cui campione di settembre, che si presentava come un
unico stelo, presentava pesanti differenze strutturali con il campione
equivalente non cimato, che aveva invece sviluppato diverse ramificazioni
laterali. Come confermato dall’analisi statistica, la cimatura influisce anche
sulla composizione dell’'olio essenziale: nel caso della cultivar ‘Uso 31’
appare evidente come, nel campione che ha subito cimatura, un
abbassamento del quantitativo di composti sesquiterpenici in favore di
composti di natura non terpenica, rispetto al campione equivalente non
cimato, mentre non sono riscontrabili variazioni rilevanti nei campioni di
‘Futura 75.

Un altro elemento chiave nella composizione dell’olio essenziale di canapa &
I'epoca in cui i campioni vengono raccolti: sia I'olio essenziale di ‘Futura 75’
che quello di ‘Uso 31’, hanno infatti mostrato un picco di produzione dei
cannabinoidi nel mese di luglio. In particolare, I'olio derivante da ‘Uso 31’
presenta il cannabidiolo ad un’abbondanza relativa superiore al 20%. La
presenza di cannabinoidi non stupefacenti nella composizione dell’olio
essenziale & un valore aggiunto, visto il sempre maggior interesse che
stanno suscitando per il loro utilizzo in ambito farmaceutico.

Non sembra avere un ruolo determinante il luogo di crescita della pianta e
le differenze tra le cultivar sono pit marcate solo nel caso della Santhica 27,
la cui composizione dell’olio essenziale € nettamente diversificata rispetto a
quella degli oli delle altre cultivar. Cio & primariamente dovuto ad un piu
alto rapporto tra mono- e sesqui-terpeni.
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La composizione dello spazio di testa non subisce particolari modifiche tra le
piante che hanno o non hanno subito il trattamento di cimatura.
Intervengono invece dei severi cambiamenti nella composizione della
frazione volatile a seconda dell’epoca di raccolta del campione in cui il
composto maggioritario, il B-caryophyllene, decresce costantemente a
favore dell’aumento di composti monoterpenici quali il terpinolene.

L’emissione volatile spontanea della birra, sia nel caso della Geohempaty
che della concorrenza, € dominata dai composti di natura non terpenica ed
in particolare dagli esteri etilici. Le differenze tra le birre appaiono evidenti
confrontando il quantitativo di composti terpenici, i quali, specialmente i
monoterpeni, si trovano in bassissime abbondanze relative nella birra
concorrente, rispetto alla Geohempaty.

Ne consegue che la tecnica di aromatizzazione utilizzata per la Geohempaty
(mash hopping) sia piu efficace rispetto all’'aggiunta di olio essenziale di
Cannabis, poiché, grazie ad essa vengono maggiormente preservati i
composti tipici del profilo emissivo della pianta.
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9. MATERIALI E METODI

9.1 Idrodistillazione in apparato Clevenger

L'idrodistillazione e stata effettuata tramite I'apparecchiatura di Clevenger.
Questa consiste in un pallone, inserito in un mantello riscaldante, in cui
viene introdotto il materiale vegetale da distillare, precedentemente
macinato in un mortaio, con acqua fino a riempire il pallone per circa la
meta del suo volume. Il pallone & collegato mediante un raccordo a un
refrigeranteraffreddato ad acqua dove avviene la condensazione dei vapori.
L'acqua contenuta nel pallone, riscaldata dal termomanto, evapora e
attraversa la matrice provocando l'evaporazione degli oli essenziali in essa
presenti. | vapori che si generano condensano: la loro immiscibilita in acqua
e la diversa densita, consentono il recupero degli oli essenziali. Al termine
della distillazione della durata di 2 ore, € stato effettuato il recupero dell'olio
essenziale con una siringa con ago flessibile data la minima quantita. In
seguito, I'olio e stato diluito in n-esano per HPLC (circa 5-10%),trasferito in
una vial e iniettato direttamente in GC-MS.

9.2 Head-Space Solid Phase Micro-Extraction (HS-SPME)

La Micro-Estrazione in Fase Solida (SPME) & una tecnica preparativa
semplice, poco costosa e dotata di elevata sensibilita che non richiede
I"utilizzo di solventi.

In seguito all'inserimento nel contenitore ed alla sua chiusura, il campione
rilascia dei composti organici volatili (VOC) nella fase aerea presente
allinterno del contenitore, detta spazio di testa (HS), instaurando, quindi,
un equilibrio. In questa tecnica, una speciale siringa viene utilizzata per
bucare la copertura del contenitore: una volta all'interno del contenitore,
dall'ago, cavo, viene estrattauna fibra rivestita di fase adsorbentesolida
polimerica di polidimetilsilossano (PDMS), avente uno spessoredi 100 um.
La fibra & in contatto unicamente con la fase di testa circostante il
campione, mai con il campione in sé, con cui non deve entrare in contatto.

Il tempo di campionamentotra la fibra e lospaziodi testa circostante il
campione nel contenitore dipende da diversi fattori: generalmente,
campioni pit odorosi tendono a rilasciare maggiori quantita di VOC, quindi
necessitano di tempi di campionamentopil brevi; campioni con emissioni
odorose piu ridotte, in linea di massima, necessitano di tempi di
campionamentopiu lunghi. Tuttavia, ci sono delle eccezioni a questa regola,
come nel caso di emissioni particolarmente rilevanti di VOC che, pero, non
evocano risposta olfattiva nelll'uomo. | tempi di contatto devono essere
attentamente valutati, in quanto si deve stabilire un equilibrio significativo
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dal punto di vista quantitativo: la quantita di analita adsorbito dalla fibra,
infatti, & direttamente proporzionale alla sua concentrazione nel campione,
che ne determina la concentrazione nello spazio di testa. L'adsorbimento,
quindi, non deve essere troppo blando né troppo elevato: entrambe le
condizioni, infatti, generano scarsa significativita dal punto di vista quali-
guantitativo e difficolta di identificazione dei composti.

Dopo il campionamento, la fibra viene trasferita per iniezione nel
gascromatografo associato allo spettrometro di massa: qui avviene il
deadsorbimento termico dell’analita e I'analisi dei componenti.

9.2.1 Gascromatografo accoppiato allo spettrometro di massa (GC-MS)
Per la separazione dei costituenti della

i

Iy

frazione volatile dei campioni & stato

J

utilizzato un gascromatografo Varian
CP-3800. | vantaggi dell'utilizzo del
gascromatografo per la separazione

i

sono l'alto potere risolutivo, la facile

5 reperibilita dell’equipaggiamento

s

|

necessario, l'attendibilita e la
Gascromatografo Varian CP-3800 s g . .- .
ripetibilita dei risultati, nonché i tempi

di analisi relativamente brevi.

La fase mobile & rappresentata da Elio
(He), utilizzato come gas di trasporto degli
analiti de adsorbiti termicamente dalla
fibra.

La colonna capillare di separazione degli
analiti & di tipo DB5, lunga 30 m e di
diametro 0,25 mm: € una colonna in silice
fusa rivestita di polimmide, in cui la fase
stazionaria, costituita da 5% bifenile e
95% dimetilpolisilossano, riveste l'interno

del tubo con uno spessore di 0,25 um. La

. N .- Iniettore
fase stazionaria € legata alla superficie

interna della colonna tramite legami covalenti ed é stabilizzata da legami
trasversali.

L'inserimento della fibra nel gascromatografo avviene attraverso l'iniettore,
nel quale viene inserita la siringa da cui viene poi fatta uscire la fibra
adsorbente. Il metodo utilizzato per I'iniezione SPME ¢ lo splitless, in cui il
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campione iniettato vaporizza e viene trasportato nella colonna dal gas di
trasporto: con questo metodo & possibile individuare anche sostanze
presenti unicamente in tracce. La temperatura a livello dell’iniettore & di

220 °C. Nel caso degli oli essenziali € stato invece usato un rapporto di split
1:30.

La colonna di separazione & contenuta in una camera termostatata,
all'interno della quale la temperatura aumenta in modo programmato: nelle
condizioni analitiche utilizzate in questo studio, la
L temperatura di partenza € di 60 °C, per poi
aumentare di 3 °C al minuto, fino ad arrivare a
240 °C.

Il rivelatore accoppiato al gascromatografo € uno
spettrometro di massa VarianSaturn 2000 a
trappola ionica.

,2:-\

L'identificazione dei costituenti si e basata sul

Spettrometro di massa confronto dei loro tempi di ritenzione con quelli
VarianSaturrrZQOOa trappola  dj campioni puri, nonché sul confronto tra i loro
fonica Indici di Ritenzione Lineare (l.r.i.): il confronto e

stato eseguito tramite software con i costituenti presenti nelle librerie
commerciali NIST 14 e ADAMS 95 e tramite confronto visivo con librerie di

spettri di massa di sostanze pure presenti in letteratura.

9.3 Analisi statistica multivariata
Le analisi statistiche sono state condotte con i software del pacchetto JMP
(SAS Institute, Cary, NC, USA).

9.3.1 Hierachical Cluster Analysis (HCA)

L"analisi statistica con il metodo del clustering gerarchico ¢ stata effettuata
con l'algoritmo Ward su valori non scalati, utilizzando il quadrato delle
distanze Euclidee come misura di similarita. Il dendrogramma mostra
raggruppamenti, detti “cluster”, in cui la distanza da percorrere lungo le

linee del grafico e tanto maggiore quanto piu grandi sono le differenze in
termini di composizione tra i campioni.

118



BIBLIOGRAFIA

Carmazzi e lannone - comunicazione personale, 2017

Congresso “Una pianta mille utilizzi — LA CANAPA”, 12 maggio 2017, Pisa
Luciana Angelini: “la canapa oggi; coltivazione ed usi”

Fellermeier M., Eisenreich W., Bacher A., Meinhart H., 2001, “Biosynthesis
of cannabinoids Incorporation experiments with 13C-labeled glucoses”,
European journal of biochemistry, 268, 1596-1604.

Fournier G., Beherec O., Bertucelli S., 2004, “Santhica 23 et 27: deux
variétés de chanvre (Cannabis sativa L.) sans A-9-THC”, Annales de
toxicologie analytique, volume 16, numero 2, 128-132.

Franjo Grotenhermen, “Cannabinoidi e Sistema Endocannabinoide”, 2006,
Cannabinoids, 1, 10-14, versione italiana.

Holoborodko P., Virovets V., Laiko I., Bertucelli S., Beherec O., Fournier
G., 2014. “Results of Efforts by French and Ukranian Breeders to Reduce
Cannabinoid Levels in Industrial Hemp (Cannabis sativa L.)”. Available at:
www.interchanvre.com/docs/article-Laiko.pdf

Maugini E., Maleci Bini L., Mariotti Lippi M., Piccin-Nuova Libraia 2014,
“Botanica farmaceutica”, pagg. 384-386, IX edizione

Mediavilla, Vito and Simon Steinemann 1997. Essential oil of Cannabis
sativa L. strains. Journal of the International Hemp Association 4(2): 80 - 82.

Morelli, Flamini, Pistelli — “Il manuale dell’erborista”, Tecniche nuove, 2005
pagg. 102, 125-134, 140, 158-163, 248-252, Milano

Nissen L., Zatta A., Stefanini |., Grandi S., Sgorbati B., Biavati B., Monti A.,
2009, “Caracterization and antimicrobial activity of essential oil of
industrials hemp varieties (Cannabis sativa L.)” Fitoterapia; 81(5):413-9.

119



SITOGRAFIA

http://cannabis.dronet.org/medico.html; dronet.org visitato il 4/09/17

http://people.unica.it/carlotuberoso/files/2016/12/14-Birra.pdf; unica.it
visitato il 19/09/17

http://www.dronet.org/lineeguida/ligu_pdf/cannabis.pdf; dronet.org
visitato il 4/09/17

http://www.federcanapa.it/il-quadro-normativo/; Federcanapa.it visitato il
18/07/2017

http://www.microbirrifici.org/materie_prime3.aspx; microbirrifici.org
visitato il 19/09/17

http://www.toscanapa.com/hempathy-e-velathri-le-nuove-geo-birre-
territorio-innovazione-e-sostenibilita-made-in-consorzio-m126/;
toscanapa.com visitato il 19/09/17

http://www.toscanapa.com/prove-di-coltivazione-azienda-agricola-
carmazzi-torre-del-lago-puccini-lucca-effettuata-su-1000-piante-di-canapa-
sativa/#more-3540; Toscanapa.com, visitato il 20 luglio 2017

http://www.toscanapa.com/prove-di-coltivazione-azienda-agricola-le-volle-
del-baroni-manciano-grosseto-prova-effettuata-su-06-ettari-di-canapa-
sativa/; toscanapa.com, visitato il 20 luglio 2017

http://www.interchanvre.com/docs/article-Laiko.pdf; Interchanvre.com
visitato il 19/07/2017

iport.dronet.org/com/filedownloadlink/allegatoQ.php?key=3465 “La
cannabis nell’industria alimentare e cosmetica” - Rimondo C., Gaioni A.,
Gottardo R., Pascali J., Dronet.org consultato il 24/07/2017

120



Ringraziamenti

In primo luogo devo ringraziare il mio relatore, il Professor Flamini, e la mia
correlatrice Roberta, che, con estrema pazienza mi hanno permesso di
portare a termine questo percorso universitario nel migliore dei modi e che,
nei mesi del tirocinio, mi hanno insegnato “sul campo” cido che non si puod
imparare dal solo studio sui libri.

In seguito, € doveroso ringraziare la mia famiglia, ovvero alle persone senza
Cui questa avventura non sarebbe mai iniziata (attenzione, non & una
classifical): mamma, papa, nonna, vi ringrazio col cuore per il vostro
sostegno, non solo economico, ma soprattutto morale. Voi sapevate fin da
subito che ce I'avrei fatta e non avete mai smesso di credere in me, anche
guando io stessa pensavo di non valere niente.

Grazie a mia sorella Bea, che € sempre stata un po’ il mio idolo e il mio
“modello da seguire”.

Grazie a mio nonno, che & sempre stato il mio fan numero uno, e anche se
oggi non e qui fisicamente posso quasi vederlo tra di voi mentre si asciuga le
lacrime di gioia, soddisfatto della donna che sono diventata.

Come ultimo membro della mia famiglia, poi, ringrazio la Cri: anche se non
siamo legate da vincoli di sangue, I’ho sempre considerata piu di una zia.
Grazie perché mi hai sempre sostenuta e incoraggiata a continuare, ed ha
gioito con me dopo ogni esame.

Ringrazio Nicola, perché, alla fine, un pezzetto di questa laurea & anche il
suo. Se lo & guadagnato nelle notti insonni dovute all’ansia pre-esame, in cui
e rimasto a sentirmi ripetere libri interi di argomenti a lui sconosciuti.

Ringrazio le mie coinquiline Maika, Cecilia, Chiara, con cui ho condiviso la
quotidianita, gioie e dolori, perché quello che si instaura con la convivenza e
un rapporto cosi speciale che non si pud spiegare a parole.

Ringrazio poi le mie amiche dell’'universita, senza cui, di sicuro, non sarei
arrivata fino a questo punto. Grazie Erika per gli appunti, i consigli e le
risate. Grazie Fatima perché, al tuo fianco, ho affrontato gli esami con un
po’ di mal di pancia in pil, ma soprattutto grazie per aver gettato le basi
della nostra amicizia.

Un ringraziamento speciale lo devo alla mia amica Marina, con cui ho
condiviso cosl tanto in questi anni universitari, che queste poche righe
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rischiano di essere svilenti. Ci siamo trascinate 'un l'altra al traguardo e
sono felice, oggi, di condividere questo giorno speciale con te.

Ringrazio tutti i miei amici e piu in generale tutti coloro che hanno creduto
in me, ma ringrazio anche chi, su di me, non avrebbe scommesso un
centesimo, perché e proprio grazie a loro che non ho mollato e sono
arrivata al lieto giorno della laurea.

Infine, ma non per ordine di importanza, ringrazio me stessa, l'unica vera
responsabile del mio successo, perché, con caparbieta e spirito di sacrificio,
ho realizzato quello che all’inizio non credevo possibile, piegandomi come
un giunco dinnanzi alle difficolta ma senza mai spezzarmi.

E finito il vento, mi sono rialzata.
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