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EDITORIALE

FERRUCCIO TRIFIRO

LA PRODUZIONE DI CRISTALLI:
LA PIU GRANDE SFIDA
PER L'INDUSTRIA
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G li obiettivi che ci si pone quando si vuole ot-

tenere un prodotto per cristallizzazione sono
i seguenti: ottime rese, prodotti ultrapuri, desiderata
forma polimorfica, riproducibilita delle dimensioni
delle particelle e della loro distribuzione e morfolo-
gia esterna desiderata.
La cristallizzazione ¢ utilizzata nell’industria chimi-
ca sia per ottenere prodotti solidi a partire da sali
inorganici e molecole organiche, sia come meto-
do di purificazione per ottenere intermedi ultrapuri
e per eliminare sali. Si utilizza la cristallizzazione
come metodo di purificazione quando il prodotto &

termolabile, quando non c’e differenza di volatilita

fra prodotto e le impurezze, quando il prodotto e
desiderato in forma solida ed & piu economico pro-
durlo direttamente che attraverso una previa distilla-
zione e quando occorrono prodotti ultrapuri. Inoltre
gli aspetti economici favoriscono la cristallizzazio-
ne rispetto alla distillazione grazie alle minori spese
energetiche, sopratutto quando la distillazione deve
operare ad alta temperatura.

La produzione di cristalli & fattore di successo, in
molti settori industriali, come produzione di pitture
e vernici, prodotti farmaceutici, fitosanitari, cataliz-
zatori, materiali nanotecnologici, nell’elettronica e

nella cosmetica. La cristallizzazione coinvolge, sem-
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pre, diverse altre operazioni unitarie, tutte fisiche,
a monte ed a valle della produzione del cristallo,
i cui risultati dipendono dalle dimensioni delle ap-
parecchiature; & quindi € quindi necessario sempre
un passaggio attraverso impianti pilota di diverse di-
mensioni per tutte le fasi.

Per esempio si puo partire da un cristallizzatore di
laboratorio da 50 ml e dopo da 600 ml, poi si passa
ad un pilota da 2 litri, successivamente a uno 50 litri
e, infine, al reattore industriale da 700 litri.

La realizzazione industriale € una delle piu difficili
dell'industria chimica, perché occorre determinare
non solo le proprieta chimiche e fisiche ottimali dei
cristalli, ma anche la loro processabilita, ossia la flus-
sabilita della polvere, la filtrabilita, le proprieta abra-
sive, il tempo di essiccamento, la coesivita (facilita
con cui si possono formare pasticche), la compres-
sibilita ed il comportamento nella centrifuga. Quasi
tutte le sostanze organiche ed inorganiche presenta-
no diverse strutture polimorfe, ossia strutture cristalli-
ne diverse che influenzano tutte le proprieta del soli-
do ed & quindi necessario fare delle prove iniziali, un
primo screening delle diverse forme polimorfe.

La struttura cristallina & importante e si puo, infatti,
brevettare la preparazione di una specifica forma po-
limorfa. La struttura piu stabile & il “polimorfo termo-
dinamico”, quelle meno stabili sono dette cinetiche.
Se la struttura voluta & quella termodinamica e facile
realizzarla a livello industriale, se invece e quella
cinetica e molto piu difficile e tutto dipende dalla
struttura cristallina, ma anche dalle condizioni spe-
rimentali di preparazione. La morfologia esterna di-
pende da quali sono le facce presenti alla superficie
e dall’area che occupano e le forme morfologiche
possono essere ad aghi, cubica, piatta ed a dendriti.

E opinione comune (in gran parte giustificata) che lo

scale-up di un cristallizzatore sia uno dei piu diffici-
li dell’industria chimica. | problemi principali sono:
le condizioni di miscelazione che sono difficili da
riprodurre dal laboratorio al pilota e all’impianto in-
dustriale; la facile omogeneita degli impianti di la-
boratorio, sia quella di composizione sia quella di
temperatura, che non puo essere garantita nel pilota
e nell’'impianto industriale. Inoltre I'obiettivo non e
la resa e la selettivita in una molecola, ma la resa
e la purezza in un solido con certe caratteristiche.
L'obiettivo & quindi pit complesso della sintesi di
una molecola allo stato liquido o solido: il mezzo di
reazione € sempre una sospensione, sistema difficile
da trattare; bisogna utilizzare lo stesso solvente e le
stesse soluzioni con le stesse impurezze nel labo-
ratorio, nel pilota e nell’industriale e questo non &
sempre realizzabile; le fasi successive, quelle della
filtrazione o centrifugazione, del lavaggio, dell’essic-
camento e della macinazione, possono modificare i
risultati ottenuti nel cristallizzatore.

Per la produzione di cristalli oltre alla cristallizza-
zione, utilizzata sia per produrre sia per purificare
cristalli e in cui lo stadio lento & la nucleazione e oc-
corre |"aggiunta di semi, ed €, quindi, importante sia
il controllo del trasferimento di massa che di calore,
si ha la precipitazione (o cristallizzazione reattiva,
utilizzata per produrre solidi), dove & velocissimo
lo stadio di nucleazione ed e importante il control-
lo del trasferimento di massa, e la cristallizzazione
dallo stato fuso, utilizzata soprattutto per purificare,
dove e lento lo stadio di nucleazione, velocissimo
quello di accrescimento ed importante il controllo
del trasferimento di calore.

La cristallizzazione €, dunque, un processo comples-
so che richiede specifiche competenze e coinvolge

molti ambiti dell’industria chimica e farmaceutica.

@ LA CHIMICA E UINDUSTRIA online | ANNO | | N°2 | MARZO/APRILE 2017



Trecce in vetro Coprivalvola

Guarnizioni in kepan Texlon adesiva Metaltex

Richiedete il catalogo generale al nostro Customer Service

® Texpack srl - unipersonale Via Galileo Galilei, 24 - 25030 Adro (BS) ltalia
Tel. +39 030 7480168 - Fax +39 030 7480201 - info@texpack.it - www.texpack.it




SOMMARIO

n° 2 - MARZO/APRILE 2017

Copertina: per gentile concessione Nerviano Medical Sciences

EDITORIALE

3 LA PRODUZIONE DI CRISTALLI:
LA PIU GRANDE SFIDA PER 'INDUSTRIA
Ferruccio Trifiro

CHIMICA & AMBIENTE

8 LA CANAPA: UN MATERIALE
INTERESSANTE PER IL TRATTAMENTO
DELLE ACQUE CONTAMINATE DA METALLI
Sonia Loiacono, Nadia Morin-Crini,
Cesare Cosentino, Gilles Chanet, Peter
Winterton, Giangiacomo Torri, Grégorio Crini

CHIMICA & CRISTALLOGRAFIA

14 IL FARMACO VISTO Al RAGGI X
Giulia Canevari, Marina Fasolini,
Elena Casale

20 LA DIFFRAZIONE DEI RAGGI X
PER IANALISI STRUTTURALE DEI
MATERIALI POLIMERICI E OLTRE
Claudio De Rosa, Finizia Auriemma

28 LA SFIDA DELLA SOLUZIONE
STRUTTURALE DA POLVERI
IN CRISTALLOGRAFIA
Angela Altomare, Nicola Corriero,
Corrado Cuocci, Aurelia Falcicchio,
Anna Moliterni, Rosanna Rizzi,
Michele Saviano

34 LA DIFFRAZIONE DI RAGGI X DA POLVERI

E IL “PROBLEMA DELLA FORMA” IN
CAMPO FARMACEUTICO

Matteo Daldosso, Zadeo Cimarosti,
Brigida Allieri

CHIMICA & FOTOCHIMICA

40 NANOCRISTALLI DI SILICIO:

UNA PIATTAFORMA FUNZIONALE
PER LA COSTRUZIONE DI
NANOSTRUTTURE IBRIDE PER

LA CONVERSIONE DI ENERGIA
Raffaello Mazzaro

48 PROCESSI FOTOCATALITICI VIA ANIONE

DECATUNGSTATO PER LA SINTESI
ORGANICA

Luca Capaldo, Silvia Garbarino,
Stefano Protti, Maurizio Fagnoni,
Davide Ravelli

CHIMICA & SPETTROSCOPIA

56 DETERMINAZIONE QUANTITATIVA

DELLO STATO D’IBRIDIZZAZIONE

DEL CARBONIO TRAMITE SPETTROSCOPIA
DI ASSORBIMENTO A RAGGI X

Filippo Mangolini, John Brandon Mcclimon,
Robert W. Carpick

@ LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO'I | N°2 | MARZO/APRILE 2017



DALLA LETTERATURA

62 a cura di Silvia Cauteruccio e Monica Civera

TECNOLOGIE INNOVATIVE
64 a cura di Pierfausto Seneci

LA CHIMICA ALLO SPECCHIO
66 QUESTIONI DI SICUREZZA
Claudio Della Volpe

himicadndustridon.

A\ Organo Ufiiciale della Societa Chimica Italiana

) &
C

T
J

DIRETTORE RESPONSABILE

Ferruccio Trifiro

REDAZIONE SCIENTIFICA

Anna Simonini

Piazzale R. Morandi, 2 - 20121 Milano - tel. +39 345 0478088
anna.simonini@soc.chim.it

COMITATO DI REDAZIONE

Alessandro Abbotto, Nicola Cardellicchio, Martino Di Serio,
Daniele Donati, Matteo Guidotti, Oreste Piccolo, Anna Simonini,
Marco Taddia, Ferruccio Trifiro, Fiorenza Viani, Paolo Zanirato

COMITATO SCIENTIFICO

Angela Agostiano, Alberto Albinati, Vincenzo Barone,

Luigi Campanella, Sergio Carra, Donatella Caruso,

Silvia Colombo, Gabriele Costantino, Gianluca Farinola,
Carla Isernia, Aldo Lagana, Francesco Paolucci, Italo Pasquon,
Francesco Luigi Pignataro, Raffaele Riccio, Adriana Saccone,
Elena Selli, Lucia Toniolo, Giovanni Villani

HANNO COLLABORATO

Silvia Cauteruccio, Monica Civera,
Claudio Della Volpe, Pierfausto Seneci

PROGETTO GRAFICO E IMPAGINAZIONE

Sara Moscardini - info@hamletcommunication.com - Skype: hamlet262

CONCESSIONARIA DI PUBBLICITA
Agicom Srl

Viale Caduti in Guerra, 28 - Castelnuovo di Porto (Roma)
Tel. +39 06 9078285, fax +39 06 9079256
agicom@agicom.it

Skype: agicom.advertising

EDITORE
PAS-SCI Srl
Roma

Reg. Tribunale di Milano n. 134 del 11/04/2017
ISSN 2283-544X

LA CHIMICA E U'INDUSTRIA online | ANNO'| | N°2 | MARZO/APRILE 2017 @



CHIMICA & AMBIENTE

DOI: http://dx.medra.org/10.17374/C1.2017.99.2.8

SONIA LOIACONO"?, NADIA MORIN-CRINI", CESARE COSENTINO?, GILLES CHANET?,

PETER WINTERTON?®, GIANGIACOMO TORRP, QREGORIO CRINT ;
'UMR CHRONO-ENVIRONNEMENT, UNIVERSITA DI BOURGOGNE FRANCHE-COMTE, BESANCON

2UNIVERSITA DELLA CALABRIA
3ISTITUTO G. RONZONI, MILANO
*EUROCHANVRE, ARC-LES-GRAY
SUNIVERSITA DI TOULOUSE
GREGORIO.CRINI@UNIV-FCOMTE.FR

LA CANAPA: UN MATERIALE
INTERESSANTE PER IL TRATTAMENTO
DELLE ACQUE CONTAMINATE

DA METALLI

Da circa un trentennio, i prodotti di origine agroalimentare, come la canapa, suscitano un
grande interesse per le loro numerose applicazioni in diversi campi industriali. Cio nonostante,
in campo ambientale non esistono ancora applicazioni reali. Con questo studio si propone
l'utilizzo di feltri a base di fibra di canapa per la decontaminazione delle acque dai metalli.

n Europa, dagli inizi del XXI secolo con l"attuazione
della “Direttiva Quadro sulle Acque - DQA del 2000”

(Direttiva 2000/60/CE), & stato necessario migliorare
le metodiche di decontaminazione delle acque; cio
ha portato alla realizzazione di tecnologie ecologi-
che e poco dispendiose in termini di energia. Una
delle tecniche di recente utilizzo, per il trattamento
delle acque, ¢ il bio-adsorbimento mediante |'utiliz-
zo di sostanze naturali [1]. Il bio-adsorbimento & una
tecnica di separazione solido-liquido che si avvale,
mediante un meccanismo fisico e/o chimico, dell’af-

finita delle sostanze in soluzione per la superficie del
materiale solido (bio-adsorbante). | materiali conven-
zionalmente usati per questo tipo di trasferimento di
massa sono carboni attivi; ma negli ultimi anni sono
stati proposti ed utilizzati nuovi materiali provenienti
da vegetali (fibre vegetali, coprodotti agroalimentari),
esopolimeri di origine marina, microorganismi e bio-
masse. Le sostanze naturali sono ritenute molto inte-
ressanti per diversi motivi: sono risorse abbondanti,
rinnovabili, biodegradabili, biocompatibili, realizza-
bili in molti Paesi, sono facili da manipolare e hanno
un basso costo. Non meno importante, non essendo
prodotti sintetici, il loro utilizzo non pregiudica la sa-
lute umana (essendo derivati da vegetali o animali)
a differenza delle formulazioni di origine petrolifera,
le quali possono avere un certo grado di tossicita. Le
risorse agroalimentari sono molto interessanti anche
per la loro struttura macromolecolare (polisaccaridi
con molti gruppi chimicamente reattivi) che permet-
te una grande versatilita nella preparazione di nuovi
materiali. Tra le varie risorse, in questi ultimi anni, la
canapa ha suscitato un grande interesse in Europa (la
Francia € il primo produttore) per le sue numerose ap-
plicazioni e la facilita di coltivazione.

Questo studio & stato presentato al XV Convegno Scuola sulla Chimica dei Carboidrati (Certosa di Pontignano, Siena, 19-22 giugno 2016).
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La materia prima: la canapa

La canapa (Cannabis sativa), che fa parte della fa-
miglia delle Cannabinaceae, & una pianta originaria
dell’Asia Orientale ed e conosciuta da piu di 2500
anni; gia i Fenici usavano vele di canapa per le loro
imbarcazioni. E una pianta annuale, a ciclo di svi-
luppo molto corto (110-130 giorni), composta da
fibre e semi ricchi di olio, la sua coltura possiede
numerosi vantaggi. E una pianta rustica (con ca-
ratteristiche di pianta selvatica), che cresce in ogni
condizione e si adatta bene a quasi tutti i climi in
Europa, non necessita, inoltre, di pesticidi. La sua
coltura € anche interessante per gli agricoltori, in
quanto, come le patate, & una tipica coltura da rin-
novo e presenta un buon rendimento. Le sue fibre
sono perd molto resistenti e questo puo ostacolare
la raccolta. La canapa puo essere coltivata per due
scopi principali: per i semi e per la paglia. Dai primi
si estrae I'olio per uso alimentare, per la fabbrica-
zione di vernici poco tossiche, per uso dermoco-
smetico (fabbricazione di saponi, creme e olii), etc.
Dalla paglia si ottengono fibre tessili, stoppa e le-
gno. Importanti settori di utilizzo sono il campo edi-
lizio, dove viene impiegata come isolante o come
materiale di costruzione, la sintesi di altri materiali
(automobili e plasturgia), il tessile, la carta, il giar-
dinaggio e I'allevamento. Non esistono pero ancora
applicazioni reali in campo ambientale anche se in
letteratura sono stati pubblicati, da circa dieci anni,
risultati ottenuti con le fibre di canapa [1].

Le fibre della canapa sono costituite principalmen-
te da cellulosa ed emicellulosa, e da altre sostanze
estraibili (lignina, proteine, pectine, cere, etc.) che
contengono diverse funzioni chimiche: acidi car-
bossilici, gruppi idrossilici, composti aromatici, fe-
noli, eteri, etc.

[l gruppo di ricerca di Besancon studia da piu di
vent’anni 'utilizzo di sostanze naturali (amidi, ci-
clodestrine, cellulosa, alginati e canapa) per la sal-
vaguardia dell’ambiente; in particolare si occupa
del trattamento di acque contaminate, in collabora-
zione con I'Istituto G. Ronzoni di Milano, il quale &
specializzato nella caratterizzazione di fibre natura-
li e sintetiche. In questo studio proponiamo, per la
prima volta, l'utilizzo di feltri a base di fibra di ca-
napa per la decontaminazione delle acque dai me-
talli, la cosiddetta decontaminazione terziaria delle
acque. | nostri feltri sono stati preparati mediante
un processo di pressatura e asciugatura rapida delle
fibre di canapa mescolate in maniera aggroviglia-
ta: la loro fabbricazione é stata realizzata mediante

Fig. 1 - Feltro di canapa realizzato da una cooperativa agricola
regionale (EUROCHANVRE, Arc-les-Gray, France)

agugliatura meccanica, senza aggiunta di collanti o
leganti chimici e lo spessore del feltro ottenuto e di
5 mm. La fibra di partenza e costituita da cellulosa
(75%), emicellulosa (15%), lignina (3%), proteine
(0,7%), pectine (0,5%) cere (4%), ceneri (0,5%) e
altre sostanze estraibili (Fig. 1).

Prove di adsorbimento:

soluzioni monocontaminate

Per stabilire I'affinita della canapa con i differen-
ti metalli, gli studi preliminari sono stati effettuati
in esperimenti di equilibrio soluzione/adsorbante
utilizzando soluzioni contenenti un singolo poten-
ziale, contaminate utilizzando 6 metalli bivalenti
(Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Zn) salificati come solfati,
e partendo da una concentrazione iniziale di me-
tallo di 100 mg/L (Ci) in acqua osmotica (pH 5).
Abitualmente questa concentrazione di metalli la
riscontriamo nelle acque reflue industriali non an-
cora chiarificate. Fissata la concentrazione della
soluzione, e stata fatta variare la massa del filtro
partendo da 2 g/100 ml fino a 0,25 g/100 ml. Suc-
cessivamente, € stata fatta variare anche la Ci dei
metalli in soluzione. Il tempo di contatto e stato
fissatoa 1 h, T di 20 °C, velocita di agitazione 250
rpm (condizioni preliminari). | risultati mostra-
ti sono i valori medi calcolati su tre esperimenti.
[ risultati mostrano che per le masse piu elevate del
feltro, si puo ottenere 'assorbimento dei metalli
nell’ordine dell'80%. Considerando che questo e
osservato per soluzioni diluite, il dato evidenzia
la forte affinita della canapa per i metalli. L'ordi-
ne di adsorbimento dei metalli rimane costante
(Cu>Cd>Zn>Ni>Co>Mn) per ogni concentrazione
esaminata. La percentuale di adsorbimento & inver-
samente proporzionale alla concentrazione della
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Fig. 2 - Variazione dell’adsorbimento in funzione della concentrazione iniziale (Ci) in soluzione monocontaminata facendo variare
la massa del feltro. I tracciati sono a valori crescenti di massa del filtro

soluzione e direttamente proporzionale alla mas-
sa di feltro utilizzata. In particolare, il cadmio ed il
rame presentano |’affinita maggiore per la canapa

(Fig. 2). Da questi dati si puo evince-
re che uno dei fattori principali che
rendono affine il metallo al feltro e
I"elettronegativita degli ioni in solu-
zione. E inoltre vero che, se la massa
del metallo e maggiore, il suo ad-
sorbimento sara facilitato, perché la
probabilita di collisione del metallo
con il polimero & piu alta. Infine, la
capacita di adsorbimento dei poli-
saccaridi e favorita per i cationi con
un pit ampio raggio ionico (Tab. 1).

Prove di adsorbimento:

soluzioni policontaminate

Una volta caratterizzato I"andamen-
to della concentrazione dei singoli
metalli in soluzione, si & operato,
sempre utilizzando I"equilibrio solu-
zione/adsorbante, con una soluzio-
ne contenente i 6 metalli (soluzione
policontaminata) per valutare I'effi-
cienza del feltro di canapa nel caso
di presenza contemporanea di piu
sostanze in soluzione. Partendo da
una medesima concentrazione per

ogni metallo di 16,66 mg/L, per un totale di circa
100 mg/L, e utilizzando le stesse condizioni (massa
di canapa 1 g, pH 4,9-5,2, tempo 1 h, t=20 °C e

Cu Cd Zn Ni Co Mn
Elettronegativita di Pauling 1,9 1,7 1,6 1,8 1,8 1,5
Massa molare (g/mol) 63,54 112,41 65,39 5869 589 54,93
Raggio ionico (pm) 72(+2) 97(+2) 74(+2) 69+(2) 63(+2) 46(+2)
Tab. 1 - Principali caratteristiche dei metalli in esame
100 .
mCd Co ECu ENn ENi EZn
90 -
= 80 A
=
- 70
g 60 -
@ 50
E
o 40
s
g 30 -
=1
= 20 -
10 -+
O T T
16.66 25 50 75 100
Ci(inmg/L)

Fig. 3 - Variazione dell’assorbimento in funzione della concentrazione iniziale (Ci) in
soluzione policontaminata (le concentrazioni in grafico si intendono per ogni metallo)
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velocita di agitazione 250 rpm), abbiamo stavolta
fatto variare la concentrazione iniziale Ci della so-
luzione fino a 100 mg/L (600 mg/L di metalli totali
in soluzione).

Dai risultati riportati in grafico (Fig. 3), si puo notare
che, anche aumentando la concentrazione della so-
luzione in esame, il feltro di canapa funziona molto
bene, per questo intervallo di concentrazione. In
effetti anche a dosaggi piuttosto alti (nell’ordine di
150 mg/L di metalli totali in soluzione), abbiamo un
assorbimento che va dal 78% per il rame e fino al
30% e non meno del 20% per ciascun metallo. Inol-
tre, a concentrazioni pit basse (inferiori a 10 mg/L),
i metalli sono quasi totalmente assorbiti (dati non
presenti in figura). Variando la concentrazione dei
metalli, possiamo notare come essi seguano sem-
pre lo stesso ordine di adsorbimento; importante e
notare come, man mano che aumenta la concentra-
zione dei metalli, diminuisce drasticamente il loro
assorbimento ad eccezione del cadmio a bassa con-
centrazione e particolarmente del rame. Nel caso
specifico del rame, anche ad alte concentrazioni
(100 mg/L), la canapa riesce ad assorbire il 50%
della sostanza in soluzione, quando invece gli altri
metalli in soluzione vengono eliminati in bassissi-
ma percentuale (circa 2-7%). Usando una massa di
feltro piti grande le percentuali di adsorbimento au-
mentano quasi proporzionalmente, questo dimostra
la grande capacita della canapa di decontaminare
soluzioni acquose dai metalli a qualunque concen-
trazione.

Successivamente, abbiamo fatto variare il tempo di
contatto nello studio in batch, per valutare il tempo
di adsorbimento all’equilibrio, fattore rilevante per
una futura applicazione a livello industriale. I risul-

tati riportati in figura, mostrano che I’assorbimento e
uniforme e rapido, si puo notare che |"assorbimento
dei metalli i) aumenta rapidamente nei primi minuti
(I"incremento e dovuto ad una rapida interazione fra
i metalli e la superficie di contatto del materiale),
ii) aumenta gradualmente man mano che raggiunge
I"equilibrio, per iii) rimanere poi costante (plateau
di saturazione) (Fig. 4a). Il dato interessante e che la
cinetica & molto rapida, 10 minuti sono sufficienti
per raggiungere |'equilibrio di adsorbimento per i
sei metalli in soluzione. Risultati simili sono stati ot-
tenuti anche per le soluzioni monocontaminate. Un
altro risultato molto interessante e che I’assorbimen-
to e indipendente dal pH nel range tra 4 e 6 (Fig.
4b), valore di pH ritrovato nelle acque industriali
sopracitate.

In tutte le condizioni studiate, il rame e il cadmio
presentano una piu alta affinita per il feltro di ca-
napa rispetto agli altri e questo risultato viene con-
fermato anche negli esperimenti fatti sulle soluzio-
ni monocontaminate. Cio puo essere dovuto alla
competizione dei siti disponibili in base alla strut-
tura chimica dell’elemento; un gioco di equilibri fra
elettronegativita, massa molecolare, raggio ionico,
potrebbero giustificare la peculiarita del compor-
tamento in soluzione mista. In effetti, altri gruppi
come quello rumeno di Paduraru [2, 3], serbo di Ko-
stic [4, 5] e greco di Kyzas [6], nei loro studi sull’as-
sorbimento di metalli simili a quelli utilizzati dal
nostro gruppo, ma in soluzione monocontaminata
e usando fibre di canapa semplici, hanno proposto
delle interpretazioni simili. Tuttavia, bisogna anche
dire che, le sole considerazioni sulle caratteristiche
chimiche dei metalli, non sono sufficienti per spie-
gare la selettivita del meccanismo di adsorbimento;
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nel quale la natura del bio-adsorbante (struttura chi-
mica, composizione) e le condizioni sperimentali
giocano ugualmente un ruolo importante, soprattut-
to perché nel nostro caso, non si tratta di fibre sem-
plici, ma di feltri confezionati a partire da queste,
quindi i metalli potrebbero essere adsorbiti non solo
in superficie, ma anche all’interno della struttura
della nostra matrice. Per avere delle conferme sul-
le nostre supposizioni sono in fase di studio analisi
specifiche (NMR, microscopia, EDS) piu approfon-
dite sulla struttura del nostro feltro prima e dopo
le prove di adsorbimento. Abbiamo ottenuto anche
delle buone percentuali di resa nei primi studi fatti
in [aboratorio su reali effluenti.

In conclusione possiamo dire che i feltri a base di
canapa potrebbero essere un’ottima risorsa in cam-
po ambientale per la decontaminazione delle acque
reflue dell’industria metallurgica. | vantaggi dell’uti-
lizzo di questo materiale sono, non solo le sue pro-
prieta di complessazione, ma anche il loro basso
costo (0,50 euro al chilogrammo) e la possibilita di
rigenerazione, poiche le interazioni metallo-feltro
sono deboli; possono inoltre essere bruciati come
fonte di energia alternativa e per il recupero dei me-
talli adsorbiti.
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Hemp: an Interesting Material for Metals
Removal from Polycontaminated Solutions
Natural fiber-based materials such as hemp are re-
ality since thirty years for their numerous applica-
tions. However, applications in the environmental
domain are scarce. In this study, we investigated,
for the first time, the potential of using a hemp-ba-
sed felt as adsorbent material for removing metals
from synthetic solutions with multiple contaminants.
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IL FARMACO VISTO Al RAGGI X

Non solo chimica e biologia, anche la cristallografia ha un ruolo chiave nella progettazione
di nuovi farmaci. La conoscenza dettagliata delle interazioni tra la proteina bersaglio
e il suo legante facilita il drug design, aumentando la probabilita di successo

in molte fasi del processo di drug discovery.

Linibitore Entrectinib legato al sito attivo della chinasi ALK

pitu di mezzo secolo dalle sue prime applicazioni

in campo biologico, la cristallografia a raggi X ri-
mane la tecnica d’elezione per ottenere un modello a
risoluzione atomica della struttura tridimensionale di
macromolecole d’interesse biologico, siano esse aci-
di nucleici, proteine, complessi multiproteici o virus.
Le informazioni strutturali ottenute con questa me-
todologia, non solo hanno aiutato a rivelare e com-
prendere la complessita dei sistemi biologici, ma
hanno anche contribuito alla scoperta e allo svilup-
po di numerosi farmaci, con l'avvento del cosid-
detto Structure-Based Drug Design (SBDD). Avere
a disposizione un modello dettagliato della macro-
molecola bersaglio (drug target, nella maggior par-
te dei casi una proteina) in forma libera o in com-
plesso con piccole molecole (ad esempio cofattori,
substrati o inibitori) permette di capire dove e come
i leganti interagiscano con il target, fornendo prezio-

se indicazioni per la progettazione di un farmaco.
Le prime strutture cristallografiche di proteine risalgo-
no agli anni Cinquanta e Sessanta, con i pionieristici
lavori di Kendrew (struttura della mioglobina, 1958)
[1] e Perutz (struttura dell’emoglobina, 1960) [2]. Tut-
tavia, la mancanza di opportuni supporti sperimentali
e computazionali ha inizialmente rallentato lo svilup-
po applicativo della tecnica, il cui utilizzo nella ricerca
farmaceutica risale a poco pit di una trentina di anni
fa. | primi successi dello SBDD risalgono alla fine degli
anni Ottanta, con lo sviluppo di inibitori delle protea-
si dell’HIV [3]; pochi anni dopo nascono compagnie
biotech come Vertex, Syrrx e Astex che puntano prin-
cipalmente su questo approccio per |'identificazione
di nuovi farmaci. Oggi la cristallografia di proteine e
comunemente utilizzata nell’industria farmaceutica e
si puo considerare parte integrante del processo di svi-
luppo di un farmaco (drug discovery).

Legenda
ALK Anaplastic Lymphoma Kinase
cryo-EM Crio-Microscopia Elettronica

FBDD  Fragment Based Drug Design

HTS High-Throughput Screening

MAD  Multiple Anomalous Dispersion
MIR Multiple Isomorphous Replacement
MR Molecular Replacement

NMR  Risonanza Magnetica Nucleare
PDB Protein Data Bank

SAD Single Anomalous Diffraction

SAR Relazione Attivita-Struttura

SBDD  Structure-Based Drug Design

SPR Risonanza Plasmonica Superficiale
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La determinazione della struttura cristallografica

Per determinare la struttura € necessario innanzitutto
ottenere i cristalli della proteina di interesse; questo
& purtroppo ancora oggi il “collo di bottiglia” di tutto
il processo (Fig. 1). Nella fase di cristallizzazione, si
devono identificare le condizioni chimico-fisiche che
riducono la solubilita della proteina e ne favoriscono
il passaggio dalla soluzione allo stato solido “cristal-
lino”. Il processo & strettamente empirico e consiste
nel testare (per esempio mediante la tecnica della dif-
fusione di vapore) numerose condizioni in cui vengo-
no variati parametri come precipitante, tampone, pH
e temperatura. Il successo € legato alla qualita della
macromolecola da cristallizzare, che deve essere pura
ed omogenea (ovvero avere per esempio lo stesso stato
di fosforilazione, oligomerizzazione etc.). Non sempre
e possibile ottenere cristalli della proteina intera (full
length) perché troppo flessibile ed & quindi necessario
lavorare con forme troncate o mutate (costrutti) o con
singoli domini. Le variabili coinvolte sono numerose e
la cristallizzazione pud richiedere tempi molto lunghi;
i progressi tecnologici degli ultimi decenni hanno in
parte velocizzato il processo aumentandone le pro-
babilita di successo. Lo sviluppo della tecnologia del
DNA ricombinante ha, per esempio, reso disponibili
metodi e strumentazioni che permettono il clonaggio,
I"espressione e la purificazione di diversi costrutti, che
possono essere testati in parallelo. In fase di cristalliz-
zazione, sono oggi disponibili kit commerciali di so-
luzioni precipitanti (sparse matrix screens) e vengono
impiegati sistemi automatizzati che consentono di di-
segnare e preparare centinaia di prove di cristallizza-
zione utilizzando quantita minime di campione.

Nel processo SBDD e importante ottenere cristalli del-
la proteina legata con piu ligandi. I complessi possono
essere preparati per cocristallizzazione (aggiungendo
Iinibitore alla proteina in soluzione e cristallizzando il
complesso) o per soaking (immergendo i cristalli della
proteina nativa in una “soluzione madre”contenente il
ligando). Per entrambi i metodi € comunque cruciale
identificare una condizione di cristallizzazione robu-
sta e facilmente riproducibile, in quanto spesso e ne-
cessario determinare decine di strutture.

Ottenuti i cristalli, la fase successiva & quella della rac-
colta dei dati di diffrazione. A questo scopo, i cristalli
sono congelati in azoto liquido per ridurre il danneg-
giamento causato dalla radiazione e ottenere quindi
dati a piu alta risoluzione.

La raccolta dei dati & oggi effettuata principalmen-
te utilizzando la radiazione di sincrotrone, che ha il
vantaggio di essere molto intensa (migliaia di volte in

\\/’

Produzione di proteina
Cristalli di proteina

v

Co-cristallizzaione
con inibitori o soaking

|

Raccolta dati

Fig. 1 - Le fasi della determinazione della struttura cristallografica

in un processo di SBDD

piu rispetto alle sorgenti di laboratorio) e modulabile
(ovvero é possibile scegliere la lunghezza d’onda del
fascio, cosa utile per esempio per gli esperimenti di
dispersione anomala MAD, Multiple Anomalous Di-
spersion). | sincrotroni di ultima generazione produco-
no un fascio di raggi X estremamente brillante e foca-
lizzato, che permette I'analisi di cristalli anche molto
piccoli (poche decine di micron di lato) e sono equi-
paggiati con sistemi automatizzati per il montaggio dei
cristalli e con rivelatori molto veloci, che permettono
la raccolta di un set di dati in pochi minuti.

Le immagini di diffrazione sono costituite da una serie
di riflessi, per ciascuno dei quali € possibile misurare
Iintensita I(hkl), che e proporzionale al quadrato del
modulo del fattore di struttura F(hkl). Quest’ultimo e
una quantita complessa (dotata cioe di modulo e fase)
da cui e possibile risalire alla densita elettronica del
cristallo mediante anti-trasformata di Fourier. Per ese-
guire quest'operazione, pero, non & sufficiente cono-
scere il modulo di F(hkl), ma & necessario anche rica-
varne la fase, incognita. Per la soluzione del problema
della fase sono stati sviluppati diversi approcci. Se si
ha a disposizione la struttura di una proteina simile a
quella di interesse, si puo utilizzare il metodo del Mo-
lecular Replacement (MR): mediante |'uso di funzioni
di rotazione e traslazione, il modello viene posiziona-
to all’interno della cella elementare del cristallo e poi
utilizzato per calcolare le fasi e la mappa di densita
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elettronica. In assenza di un modello di partenza, si
utilizzano metodi che sfruttano lo scattering anoma-
lo osservato per alcuni elementi chimici; ad esempio,
il Multiple Isomorphous Replacement (MIR) richiede
di raccogliere dati dal cristallo nativo e in complesso
con piu atomi pesanti. Il Single Anomalous Diffraction
(SAD) sfrutta il segnale dello zolfo, mentre il MAD
prevede la raccolta di pit dataset a diverse lunghezze
d’onda e puo richiedere I'inserimento di seleniometio-
nine all’interno della proteina.

Una volta ottenuta la mappa di densita elettronica, si
costruisce un modello iniziale che € poi migliorato
mediante cicli iterativi d’affinamento e ricostruzione
per migliorare I"accordo tra il modello e i dati speri-
mentali.

Per I'analisi dei dati cristallografici sono oggi disponi-
bili software molto efficienti, che hanno permesso una
notevole automatizzazione del processo.

Testimone della straordinaria evoluzione della tecnica
nel tempo & la “Protein Data Bank” (PDB, la banca
dati che raccoglie le coordinate e i dati di diffrazione
di tutte le strutture macromolecolari pubblicate), che,
alla fine del 2016, contava pit di 112.000 strutture
depositate, di cui circa '80% nell’ultimo decennio.
Lo sviluppo tecnologico ha rappresentato un enorme
vantaggio anche per la drug discovery; oggi € possibile
acquisire i dati di diffrazione e risolvere la struttura in
poche ore, direttamente dal computer del proprio uf-
ficio, collegandosi in remoto ad un sincrotrone. Il chi-
mico farmaceutico puo quindi apprendere, entro po-
chi giorni dalla sua sintesi, come un inibitore si lega al
target, consentendone |’ottimizzazione per cicli di sin-
tesi e feedback strutturistico, quasi “in tempo reale”.

Il contributo della cristallografia di proteine

nel processo di drug discovery

La scoperta di un farmaco e un percorso lungo e com-
plesso che nasce dalla sinergia di diverse competenze
e tecnologie. Tutto comincia con l'identificazione del
bersaglio biologico (target identification). Mediante
saggi biochimici in vitro, si testano poi diverse libre-
rie di composti chimici (High-Throughput Screening,
HTS) e si identificano i primi “hits”, ovvero composti
dotati di una minima attivita biologica nei confronti
del bersaglio (hit identification). La fase successiva
consiste nell’ottimizzazione chimica degli "hits” per
ottenere il “lead”, ovvero una molecola, all’interno di
una classe chimica profilata per relazione tra struttura
e attivita (SAR), con una buona attivita biologica e un
profilo di selettivita e tossicita accettabili (lead identi-
fication). Livelli successivi di ottimizzazione chimica,

finalizzati a migliorare le caratteristiche farmacodina-
miche, metaboliche e tossicologiche trasformano poi
il lead in quello che sara il potenziale farmaco (lead
optimization).

La cristallografia puo contribuire a tutte queste fasi,
ma senza dubbio il suo impatto & maggiore negli sta-
di iniziali. Idealmente sarebbe desiderabile ottenere
i cristalli della proteina target il pit presto possibile,
addirittura in fase di validazione del bersaglio moleco-
lare. La struttura tridimensionale puo rivelare, infatti,
se il target e “druggable” ovvero se esistano delle ca-
vita (sito attivo, tasche allosteriche, interfacce protei-
na-proteina) che sono accessibili e adatte a legare un
inibitore, o se vi siano elementi strutturali che permet-
tano di ottenere selettivita. Questo aspetto non e da
trascurare, soprattutto quando il bersaglio appartiene
a una famiglia di proteine strutturalmente simili, come
per esempio le chinasi.

Conoscendo la struttura, si possono identificare ini-
bitori utilizzando metodi computazionali: disegnare
molecole che si legano in modo simile a leganti na-
turali o comunque noti (rational drug design) oppure
effettuare uno screening virtuale di librerie chimiche
(virtual screening) e, in base a calcoli modellistici, se-
lezionare un numero ristretto di molecole a cui dare
priorita di valutazione in test biologici.

Al termine della campagna HTS, ottenere la struttura
della proteina bersaglio legata ai diversi hits identifi-
cati puo facilitare le scelte dei chimici farmaceutici.
L'impatto & tanto maggiore quante piu strutture cristal-
lografiche si hanno a disposizione e quanto piu strut-
turalmente diversi fra loro sono gli hits. Le informazio-
ni che si possono ottenere dalla comparazione di piu
strutture cristallografiche sono molteplici. E possibile
caratterizzare in maniera dettagliata il sito di legame
rivelando gli amminoacidi chiave per linterazione
con la molecola bioattiva e quelli potenzialmente
importanti per modulare affinita e selettivita. A volte
Iinterazione con un legante puo indurre dei cambia-
menti conformazionali della proteina non facilmente
prevedibili e che possono offrire nuove opportunita.
Un esempio sono gli inibitori chinasici di tipo Il, mo-
lecole che si legano alla proteina che si trova in una
conformazione inattiva, definita “DFG out” [4]. Intera-
gendo con zone diverse della proteina questi composti
possono avere potenze e profili di selettivita differenti
rispetto agli inibitori che occupano solo il sito attivo
(inibitori di tipo I). L'lmatinib (Glivec), primo farmaco
inibitore di chinasi messo sul mercato per la cura della
leucemia mieloide cronica & appunto un inibitore di
tipo Il [5].
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Fig. 2 - Sviluppo dell’inibitore di ALK: modo di legame dell’hit PHA-E429 e del composto attualmente in fase clinica Entrectinib

Da un punto di vista piu strettamente chimico, la di-
sponibilita di dati strutturali facilita la comprensione
della relazione tra struttura e attivita (SAR) in quanto
permette di identificare i gruppi funzionali dell’inibi-
tore (donatori o accettori di legame idrogeno, superfici
lipofile, sostituenti aromatici) responsabili dell’attivita
biologica. Queste informazioni, unite a valutazioni di
fattibilita chimica, contribuiscono alla selezione degli
hit che inizieranno il percorso di ottimizzazione per
divenire il futuro farmaco.

Il supporto strutturale continua nelle fasi di hit e lead
optimization in modo interattivo e a stretto contatto
con il chimico medicinale. Le nuove molecole sinte-
tizzate sono cristallizzate e, basandosi sui dati SAR e
SBDD, si identificano i gruppi che possono essere mo-
dificati per migliorare inizialmente le caratteristiche di
potenza e selettivita o, in fase finale, quelle farmacoci-
netiche o metaboliche.

E opportuno sottolineare che la caratterizzazione struttu-
rale del sito di legame permette anche la progettazione di
inibitori di seconda generazione in grado di legare forme
mutate del target resistenti (poco affini) al farmaco.

In un processo SBDD & importante ottenere cristalli
che diffrangano ad una buona risoluzione (<2,0-2,5
A). Avendo a disposizione un modello atomico ad alta
risoluzione non solo si determinano in modo accurato
le interazioni tra legante e residui amminoacidici (di-
stanze di legami idrogeno o interazioni Van der Waals)
ma € anche possibile visualizzare la presenza di mo-
lecole d’acqua strutturali, legate alla proteina. Queste
possono mediare le interazioni tra la molecola bioatti-
va e il target, quindi contribuire alla sua affinita. L'op-
portuna modifica dell’inibitore con gruppi funzionali
che mimano le interazioni delle molecole di acqua
puo portare un miglioramento della sua potenza.

Questo tipo di analisi e stato utile per I'identificazione
di inibitori della proteina chinasi ALK (Anaplastic Lym-
phoma Kinase), progetto sviluppato in Nerviano Me-
dical Sciences (NMS) che riportiamo come esempio di
approccio SBDD [6]. Mutazioni attivanti o traslocazio-
ni di ALK sono responsabili dell’insorgenza di diversi
tipi di tumore, come ad esempio il linfoma a grandi
cellule anaplastico e il tumore del polmone non a cel-
lule piccole (NSCLC). Oggi ALK € un target validato,
per il quale sono stati sviluppati diversi inibitori, alcuni
di questi (crizotinib e alectinib) gia approvati dalle au-
torita regolatorie statunitensi (FDA). Quando il proget-
to ALK ha avuto inizio in NMS non erano noti né ini-
bitori di questa proteina né la sua struttura cristallogra-
fica. Una campagna di screening della collezione di
molecole sintetiche proprietarie ha permesso di iden-
tificare alcuni hit, tra cui i pit promettenti sono stati
i composti 3-ammino indazoli. Parallelamente sono
iniziate le prove per ottenere i cristalli del dominio
chinasico di ALK. Lidentificazione delle condizioni
di cristallizzazione non é stata facile; dopo numerosi
tentativi, utilizzando diversi costrutti, la strategia vin-
cente é risultata essere quella di co-purificare la pro-
teina in presenza dell’inibitore d’interesse. Questo ap-
proccio ci ha permesso di ottenere la struttura ad alta
risoluzione di ALK in complesso sia con inibitori della
classe chimica degli indazoli sia con altri hit emersi
dallo screening. Tutti i composti si legano al sito attivo
della chinasi in modo competitivo rispetto al legante
naturale (ATP), formano due o tre legami a idrogeno
chiave con la regione della “hinge region” (una breve
sequenza di amminoacidi che funge da “cardine” tra i
due lobi delle chinasi) e si estendono all’interno della
tasca, dando luogo ad un network di interazioni, po-
lari e non polari, con i residui del sito attivo. In parti-
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colare, la struttura di ALK in complesso con I'inibitore
PHA-E429 (Fig. 2) ha rivelato la presenza di una mo-
lecola d’acqua nella regione normalmente occupata
dalla parte zuccherina dell’ATP, legata mediante un
ponte a idrogeno con il composto. Questo dettaglio
ha suggerito che I'introduzione di un opportuno sosti-
tuente sull’anello, in posizione 2’, potesse spiazzare la
molecola d’acqua instaurando interazioni favorevoli.
Utilizzando queste informazioni, facendo leva sul-
la disponibilita di librerie combinatoriali di analoghi
rappresentate nella collezione dello screening e sui
protocolli di sintesi modulare di queste librerie, con
un approccio combinato di chimica medicinale e
docking in silico, e stato possibile consolidare e affi-
nare una SAR che ha poi portato in breve tempo all’i-
dentificazione della molecola lead, Entrectinib (Fig.
2). La successiva determinazione della struttura cri-
stallografica ha confermato le assunzioni fatte in fase
di ottimizzazione, mostrando, inoltre, una particolare
conformazione “chiusa” del “glycine-rich loop” (una
regione flessibile che funge da “tetto” del sito attivo
delle chinasi), mai osservata in precedenza, in cui la
fenilalanina 1127 forma un’interazione di stacking fa-
vorevole con il composto. Il cammino di Entrectinib e
proseguito con successo, e la molecola si trova ora in
fase di sperimentazione clinica.

La cristallografia e il Fragment Based Drug Design

Lo screening di frammenti (Fragment Based Drug De-
sign, FBDD) & un metodo, complementare al tradizio-
nale screening HTS, utile per la selezione e lo sviluppo
degli hits.

Il FBDD si basa sull’identificazione di frammenti, ov-
vero molecole molto piccole (150-300 Dalton) in gra-
do di legarsi, seppur debolmente, alla proteina target
riconoscendo siti specifici nonostante la loro semplici-
ta e limitatezza di punti di interazione. La determina-
zione della struttura cristallografica di complessi con
frammenti di debole affinita & cruciale per confermare
e localizzare il riconoscimento specifico e facilitare
un disegno razionale di espansione sintetica. Gli hits,
essendo strutturalmente semplici, sono facilmente mo-
dificabili da un punto di vista chimico e rappresenta-
no un ottimo punto di partenza per I'ottenimento di
inibitori strutturalmente nuovi. Questo approccio si
e rivelato molto potente [7] e ha portato negli ultimi
anni allo sviluppo di due farmaci attualmente in com-
mercio: Vemurafenib, un inibitore della forma mutata
della chinasi BRAF, utilizzato nella cura del melano-
ma [8], e Venetoclax, farmaco per la leucemia linfatica
cronica, che agisce inibendo la proteina Bcl-2 [9].

La cristallografia ha un ruolo chiave in questo proces-
so e i suoi contributi sono molteplici. | raggi X posso-
no essere utilizzati come metodo iniziale di screening,
mediante il soaking di cristalli della proteina target
con miscele di frammenti, oppure nella riconferma
degli hits identificati con altre tecniche (Risonanza
Magnetica Nucleare (NMR) o la Risonanza Plasmoni-
ca Superficiale (SPR)) per escludere effetti artefattuali,
frequenti nella misurazione di deboli attivita.

Il ruolo della cristallografia e fondamentale soprattutto
nella fase di ottimizzazione degli hits; conoscere come
uno o piu frammenti si legano nel sito attivo della pro-
teina permette di utilizzare tecniche come il "fragment
growing" (crescita del frammento mediante I'introdu-
zione di gruppi funzionali che aumentano le interazio-
ni con la proteina) o il "fragment linking" (ottimizzazio-
ne basata sull’'unione di due frammenti che occupano
zone prossimali diverse del sito attivo) che possono por-
tare, attraverso un processo iterativo, all’ottenimento di
un inibitore con I'attivita biologica desiderata.
'approccio FBDD eé stato applicato con successo pres-
so il Nerviano Medical Sciences per I'identificazione
di inibitori di HSP90 [10]. La Heat Shock Protein 90
(Hsp90) & una chaperonina che regola la stabilita con-
formazionale e I'attivita di molte proteine oncogeni-
che, ed e quindi un target oncologico interessante. I
progetto € iniziato in modo "classico", conducendo
una campagna HTS, che pero ha portato all’identifi-
cazione di molecole poco adatte ad essere ottimizza-
te. Si & percio deciso di testare, mediante un saggio
NMR, la collezione proprietaria di frammenti (1200
composti). Lo screening ha permesso di identificare un
derivato di tipo resorcinolico con una debole attivita
enzimatica (Fig. 3). In questa fase non ha importanza
la potenza, ma é rilevante l'efficienza di legame relati-
va al peso molecolare (ligand efficiency).

Per facilitare il programma di sintesi chimica & stata
determinata la struttura cristallografica di questa mole-
cola in complesso con il dominio catalitico di HSP90.
Il gruppo resorcinolico occupa il sito dell’ATP, forman-
do un network d’interazioni con la proteina mediate
da diverse molecole d’acqua, mentre I'anello dicloro
fenilico s’inserisce in una piccola tasca di natura idro-
fobica che non esiste nella proteina nella forma libera
ma e indotta dalla presenza del composto. La combi-
nazione di informazioni strutturali, modeling e attivita
di sintesi ha permesso di modificare il frammento, in-
troducendo sostituenti che si estendono nel sito dell’A-
TP (fragment growing) e di identificare un composto
potente, con buone caratteristiche di farmacocinetica,
adatto ad un successivo sviluppo clinico (Fig. 3).
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Fig. 3 - Sviluppo FBDD di inibitori di HSP90: modo di legame del frammento iniziale e della molecola identificata alla fine del processo

di ottimizzazione

Le sfide della cristallografia

La cristallografia rimane indubbiamente la metodolo-
gia principale per la determinazione di strutture di ma-
cromolecole biologiche. Tuttavia, la tecnica presenta
alcune fondamentali limitazioni. L'ostacolo principale
e rappresentato dalla necessita di ottenere cristalli del-
la proteina bersaglio. Se da un lato vi sono stati enor-
mi progressi nelle tecniche di cristallizzazione, d'altro
canto l'interesse della ricerca si & progressivamente spo-
stato verso target sempre pili ambiziosi, come i grandi
complessi proteici e le proteine di membrana, la cui cri-
stallizzazione & ben lontana dal diventare una routine.
Non va inoltre dimenticato che il modello ottenuto
mediante raggi X € un’immagine statica, che non da
informazioni sulla dinamica della proteina e sulla sua
flessibilita, aspetti che in alcuni casi sono determinanti
per la comprensione del meccanismo d’azione del far-
maco. l’ambizione di conoscere a fondo le proprieta
di dinamica molecolare di un target e tendenzialmen-
te in aumento per poter meglio valutare le probabilita
e gli effetti di cambi conformazionali della proteina.
Una tecnica complementare alla cristallografia, da
questo punto di vista, & senza dubbio 'NMR che per-
mette di ricostruire la struttura delle diverse varianti
conformazionali presenti nel campione in esame. Per
lo studio di proteine o complessi di grandi dimensioni,
invece, la crio-microscopia elettronica (cryo-EM) per
singola particella sta emergendo come una tecnica di
indagine molto potente. Inizialmente la cryo-EM era
in grado di fornire modelli a bassa risoluzione, ma,
recentemente, sono stati pubblicati esempi di strutture
di complessi proteina-inibitore a risoluzione atomica

dove & possibile caratterizzare il modo di legame del
legante [11]. Appare pertanto evidente che lo studio
strutturale di target sempre pitt complessi non potra
prescindere dall’'uso complementare e sinergico di pit
tecniche biofisiche.
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X-Rays Shed Light on the Drug

Macromolecular X-ray crystallography is an im-
portant and powerful technique in drug discovery.
The availability of high resolution structures of the
target protein in complex with small molecules of
interest, in fact, can boost a more focused chemi-
cal optimization of drug candidates.
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LA DIFFRAZIONE DEI RAGGI X
PER L'ANALISI STRUTTURALE DEI
MATERIALI POLIMERICI E OLTRE

Lo studio della struttura cristallina dei polimeri utilizzando la diffrazione dei raggi X consente
di approdare alla comprensione delle loro proprieta su basi molecolari. Cio rende possibile la
progettazione di nuovi materiali con specifiche proprieta direttamente nello stadio di reazione.
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La diffrazione dei raggi X di polimeri

Lo sviluppo della cristallografia a raggi X per lo
studio dell’organizzazione strutturale degli atomi
nella materia ha contribuito notevolmente al pro-
gresso scientifico e tecnologico in numerosi campi,
che vanno dalla fisica, alla chimica, dalla scienza
dei materiali alla geologia, dalla biologia alla me-
dicina. La cristallografia rappresenta, infatti, una
scienza interdisciplinare che ha consentito di com-
prendere in maniera sostanziale la natura dei lega-
mi chimici sia intra- sia inter-molecolare. Dal mo-
mento che le proprieta della materia dipendono
dalla natura degli atomi che la costituiscono e da
come questi sono organizzati tra loro nello spazio
a tre dimensioni, le conoscenze acquisite attraverso
studi cristallografici hanno consentito e consento-
no di ottenere materiali con nuove proprieta e pre-
stazioni e/o di migliorare le proprieta di materiali

gia noti attraverso modifiche mirate della struttura.
La scienza dei materiali polimerici € una scienza
“giovane”, che deve larga parte del suo successo allo
sviluppo quasi-contemporaneo della cristallografia,
in tutti i suoi aspetti, sia teorici sia pratici, grazie an-
che all’evoluzione della strumentazione e dei meto-
di di analisi strutturale, nonché alla disponibilita di
strumenti sempre pil potenti e di facile utilizzo.

In questo articolo si illustrano le caratteristiche prin-
cipali inerenti la natura della cristallinita nei poli-
meri in relazione a esperimenti di diffrazione e, suc-
cessivamente, si delineano i metodi di analisi di tali
materiali mediante la diffrazione dei raggi X. In tale
rassegna saranno riportati alcuni esempi significati-
vi che illustrano come l'interpretazione strutturale
delle proprieta dei materiali polimerici, conseguibile
utilizzando i principi e le leggi della cristallografia e
metodi non convenzionali sviluppati ad hoc, abbia

@ LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO'I | N°2 | MARZO/APRILE 2017




Polipropilene sindiotattico

C Polistirene sindiotattico
forma o

Intensity

Intensity

15 20 25 30 35 40 45
20 (deg)

510

Fig. 1 - Immagini di diffrazione bidimensionali dei raggi X (A,B) e profili di diffrazione dei
raggi X di campioni in polvere (C,D) relativi a campioni di polipropilene sindiotattico (A),
polipropilene isotattico (B,D) e polistirene sindiotattico (C). La fibra in A & scarsamente
orientata, in B & ben orientata tramite applicazione di sforzi tensili. In A i riflessi appaiono
diffusi per effetto dello stiro che a basse deformazioni induce la frammentazione delle
lamelle. In B sono presenti riflessi stretti su precise linee di strato, un alone dovuto alla
fase amorfa, e intensita diffusa localizzata ad alti valori dell’angolo di diffrazione 26,
dovuta a disordine strutturale nei cristalli. Le immagini in A e in B non sono in scala tra
loro. In C e D il contributo della fase amorfa ¢ indicato dalla linea punteggiata al di sopra
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Fig. 2 - Modelli della microstruttura di
polimeri cristallini: a) lamelle a catene
ripiegate, sono connesse tra loro da spezzoni
di catena a formare un network; b) modello
limite di cristallo lamellare di un polimero,
caratterizzato dal rientro adiacente delle
catene nel cristallo; ¢) modello limite di
cristalli lamellari delimitati da catene che
fuoriescono a frangia, esenti da rientri delle
catene nello stesso cristallo. | modelli A e C
rappresentano il possibile assetto cristallino
in polimeri a catena flessibile e rigida,

del contributo della radiazione di fondo delineato con tratteggio

consentito di andare oltre, e cioe di chiarire aspetti
fondamentali di questi sistemi, aprire nuove linee di
ricerca e di produzione di nuovi polimeri, introdurre
nuovi concetti, identificare nuove applicazioni e da
qui stabilire le regole per la progettazione di nuovi
materiali polimerici con proprieta mirate.

La diffrazione dei raggi X da parte della materia da
luogo ad aloni diffusi nel caso di gas, liquidi e mate-
riali amorfi, a picchi stretti puntuali (riflessi) o spar-
pagliati lungo archi o circonferenze nel caso di ma-
teriali cristallini [1]. L'analisi di posizione, intensita,
larghezza e forma dell’intensita diffratta consente di
dedurre, attraverso differenti gradi di sofisticazione,
numerose informazioni. Nel caso dei polimeri, € pos-
sibile ottenere informazioni che riguardano l'identita
del materiale, il grado di cristallinita, la disposizione
relativa degli atomi nei cristalli, il grado e il tipo di
disordine, eventuali correlazioni nella distribuzione
del disordine strutturale, I’arrangiamento relativo dei
cristalliti, i meccanismi fondamentali coinvolti nei

rispettivamente

processi di lavorazione e deformazione dei polimeri
ecc. [2]. Queste informazioni consentono spesso di
interpretare il complesso comportamento meccani-
co dei materiali polimerici [2].

Le immagini di diffrazione dei raggi X dei polimeri
cristallini solitamente contengono sia aloni tipici dei
materiali amorfi, sia riflessi caratteristici tipici di ma-
teriali cristallini e, molto spesso, una grande quantita
di intensita diffusa (Fig. 1). Tali caratteristiche deri-
vano dalla natura intrinseca dei materiali polimerici
che non sono mai cristallini al 100%, ma sono se-
micristallini. 1l grado di cristallinita ponderale puo
essere facilmente valutato misurando il rapporto tra
I'intensita sottesa ai picchi di diffrazione /_el’inten-
sita totale /_ diffratta dal campione semicristallino,
I/1 . Inoltre, la larghezza dei picchi di diffrazione e
generalmente maggiore di quella dei composti cri-
stallini a bassa massa molecolare. Cio & dovuto al
fatto che i polimeri (semi)cristallini sono costituiti da
cristalli di piccole dimensioni e sono caratterizza-
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ti dalla presenza di
un’enorme quantita
di disordine struttu-
rale nei cristalli [2,
3]. La misura del
grado di cristallinita
mediante diffrazione
dei raggi X & la base
per la comprensione
delle proprieta mec-
caniche di polimeri
semicristallini.

Il pit semplice mo-
dello strutturale che
emerge dai dati di
diffrazione dei raggi
X di polimeri & un
modello a due fasi,
la fase cristallina e la
fase amorfa. | cristal-
li (cristalliti) presen-
tano forma lamella-
re, con una dimensione parallela (o circa parallela)
all’asse di catena di 2-10 nm molto pit piccola delle
dimensioni laterali >100 nm. Le lamelle cristalline
sono immerse nella fase amorfa e sono estremamen-
te interconnesse (Fig. 2). Ciascuna catena si ripiega
su se stessa rientrando nuovamente nella medesima
lamella cristallina, oppure entra in una nuova la-
mella creando un tratto d’unione (tie-molecules) tra
una lamella e l'altra [2, 4]. | terminali di catena, la
presenza di dislocazioni nei cristalli e di catene ri-
piegate impediscono di raggiungere gradi di cristal-
linita del 100%. Persino i cristalli singoli (Fig. 2B)
contengono regioni disordinate in corrispondenza
delle superfici basali delle lamelle ove risiedono i
ripiegamenti delle catene. La ragione per cui le ca-
tene che fuoriescono dalle superfici basali dei cri-
stalli lamellari dei polimeri tendono a rientrare nella
medesima lamella, € ascrivibile alla necessita di al-
leviare il sovraffollamento delle catene che si crea
all’interfaccia tra fase cristallina a piu alta densita e
fase amorfa a densita pit bassa [5].

In generale, la condizione di ripetizione regolare e
periodica all’infinito di una unita strutturale nelle tre
dimensioni dello spazio associata al concetto di cri-
stallo ideale, puo realizzarsi, nel caso dei polimeri,
solo se si verificano simultaneamente quattro con-
dizioni:

1) catena di lunghezza infinita;

2) costituzione regolare;

polipropilene
isotattico

polistirene
isotattico

poli(vinilcicloesano) isotattico

poli(4-metil-1-pentenc)

poli(3-metil-1-butene)
1sotattico

poli(vinilcicloesano)

isotattico isotattico

Fig. 3 - Modelli delle conformazioni regolari e periodiche di macromolecole di polimeri isotattici
assunte nello stato cristallino, corrispondenti alle eliche 3/1 per il polipropilene isotattico e il polistirene
isotattico, 7/2 per il poli(4-metil-1-pentene) isotattico, e 4/1 per il poli(3-metil-1-butene) isotattico e il

3) configurazione regolare;

4) conformazione regolare (Fig. 3 e 4).

Cio implica che per polimeri aventi costituzio-
ne e configurazione regolare, ad esempio isotatti-
ca (Fig. 3) o sindiotattica (Fig. 4), e possibile defi-
nire un’unita costituzionale del polimero, spesso
coincidente con l'unita monomerica, che si ri-
pete in maniera regolare e periodica lungo l'as-
se di catena, spesso coincidente con uno degli

Polipropilene sindiotattico

i

Elica s(2/1)2

Polistirene sindiotattico

trans-planare Elica s(2/1)2 trans-planare

Fig. 4 - Modelli delle conformazioni regolari di macromolecole di
polimeri sindiotattici assunte nello stato cristallino, corrispondenti
all’elica a simmetria s(2/1)2 e alla conformazione trans-planare del
polipropilene sindiotattico e del polistirene sindiotattico
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assi della cella elementare del reticolo cristallino.
Tuttavia, nessuna di queste condizioni pud essere
completamente soddisfatta nei cristalli di un polime-
ro reale. La presenza dei terminali di catena, la po-
lidispersione delle masse molecolari, come pure la
presenza dei ripiegamenti di catena che si collocano
sulle superfici basali delle lamelle implica che non &
possibile verificare la ripetizione periodica all’infini-
to degli atomi lungo I'asse di catena (Fig. 2).

Oltre

Lo studio della cristallinita di polimeri mediante le
tecniche della diffrazione dei raggi X permette di ac-
cedere ad informazioni molto dettagliate relative al
tipo di disordine strutturale e spiegare come mai in
presenza di elevate concentrazioni di difetti (costitu-
zionali e/o configurazionali) i polimeri sono anco-
ra in grado di cristallizzare con ovvie conseguenze
nello sviluppo di proprieta a volte inattese. Difetti
costituzionali sono, ad esempio, le ramificazioni la-
terali nel caso del polietilene, o unita costituzionali
isomorfe ben tollerate nel reticolo cristallino ospite.
Polimeri che pur essendo atattici sono in grado di
cristallizzare sono, ad esempio, il poliacrilonotrile
[6] e il polivinilalcol [7].

della temperatura di fusione e in contemporanea un
graduale aumento dei valori dei parametri della cella
elementare (Fig. 5).

Come esempio di irregolarita configurazionale, si
cita il ruolo che hanno i difetti sterici sulla cristal-
lizzazione della forma y del polipropilene isotattico
(iPP) (Fig. 6A) [12-15].

La forma y dell’iPP rappresenta uno dei rari esem-
pi tra i polimeri cristallini, in cui le catene sono di-
sposte nella cella elementare ad assi non paralleli,
ma circa perpendicolari tra loro come illustrato nel
modello strutturale di Fig. 6C [16]. Campioni di iPP
stereo-irregolari con una distribuzione casuale dei
difetti lungo la catena, cristallizzano piu facilmente
nella forma y piuttosto che nella normale forma a
del iPP (Figura 6B) [12-15, 17]. Ci0 e stato messo in
relazione con |effetto interruzione da parte dei difet-
ti sterici, la cui presenza accorcia la lunghezza dei
tratti di catena a configurazione isotattica. Sequenze
isotattiche lunghe e regolari cristallizzano nella for-
ma o dell'iPP, formando lamelle a catene ripiega-
te. Sequenze isotattiche piu corte tendono invece a
cristallizzare nella forma y. Dal momento che I’ar-
rangiamento quasi perpendicolare delle catene nei
cristalli di forma y non comporta sovraffollamento
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Fig. 5 - Valori del parametro a della cella elementare e della temperatura di fusione e profili di diffrazione
dei raggi X dei copolimeri sindiotattici propene/butene, che risultano cristallini in tutto I'intervallo di
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Fig. 6 - Profili di diffrazione dei raggi X di campioni stereo-irregolari di polipropilene isotattico (A) e modelli
strutturali delle forme a (B) e y (C) dell’iPP. In A sono indicati gli indici di Miller dei riflessi caratteristici delle
forme a (130)_ey (117)1. L'ammontare relativo di cristalli di forma y aumenta all’aumentare del contenuto

di difetti di stereoregolarita, rappresentati dalle triadi steriche rr.

in uscita, le catene non hanno alcuna necessita di
rientrare nella lamella attraverso ripiegamenti [12-
15, 17, 18]. Per campioni di iPP stereoirregolari,
con una distribuzione casuale di difetti, anche una
piccola concentrazione di difetti, induce un accor-
ciamento dei tratti isotattici, e, quindi, essi cristalliz-
zano piu facilmente in forma y (Fig. 6A) [12-15, 17].
Ulteriori studi hanno messo in evidenza che i difetti
sterici dei campioni di Fig. 6A sono ben tollerati e
parzialmente inclusi nella formay [2, 14, 18, 19]. La
cristallizzazione della forma y, anche in presenza di
alte concentrazioni di difetti sterici, induce lo svilup-
po di proprieta elastiche inattese [12, 14, 19].

Gli esempi riportati illustrano come la presenza di
difetti non preclude affatto la cristallizzazione dei
polimeri, ma talvolta ne influenza il polimorfismo,
la conformazione locale delle catene nei cristalli, la
forma dei cristalli e la morfologia. E interessante no-
tare che cio si riflette sulle proprieta fisiche, termiche
e meccaniche e implica che attraverso |'introduzio-
ne mirata di difetti lungo la catena, e possibile con-
trollare le proprieta ultime, allo scopo di progettare
materiali per specifiche applicazioni.

Metodi di analisi strutturale

I metodi di analisi strutturale dei materiali polimerici
hanno seguito un’evoluzione a sé stante rispetto ai
materiali cristallini a bassa massa molecolare [2, 3].
La ragione di cio risiede nella presenza costante di
una fase amorfa, nel piccolo numero di riflessi pre-

iPP13 R Q%:’D
[ =101% cecsseabosscieBecenacbeac o
- : S aﬂsinB"|F

senti nelle immagi-
ni di diffrazione dei
raggi X dei polimeri,
nella scarsa risolu-
zione dei riflessi che
spesso si presentano
sotto forma di picchi
slargati, nella pre-
senza di un’enorme
/2| quantita di disordine
strutturale che gene-
ra scattering diffuso.
Proprio per queste
caratteristiche, spes-

—» (a-b)sin 98.6° +— so risulta difficile
N estrarre informazioni
ot strutturali  quantita-

tive e significative
utilizzando i meto-

di classici di analisi
strutturale.
In generale, nel caso di campioni non orientati, e
possibile raccogliere con un diffrattometro I'intensi-
ta diffusa dal campione in funzione dell’angolo di
diffrazione 26 definito come I’angolo tra la direzio-
ne del fascio incidente e la direzione del fascio dif-
fratto. Si ottengono cosi profili di diffrazione come
quelli delle Fig. 1C,D, 5 e 6. Nel caso di campioni
uniassialmente orientati (fibre), e possibile raccoglie-
re I'intensita diffusa dal campione utilizzando siste-
mi di rivelazione bidimensionali digitali, come ad
esempio lastre digitalizzabili a fosfori fotostimolabili
(imaging plates), o dispositivi ad accoppiamento di
carica (CCD) sensibili alla radiazione X. Si ottengo-
no immagini bidimensionali del tipo mostrato in Fig.
1A,B.
Dalle immagini di diffrazione dei raggi X di Fig. 1
e possibile ottenere numerose informazioni, tra cui:
i) ivalori dei parametri della cella elementare attra-
verso la determinazione della posizione 26 dei ri-
flessi e I"utilizzo della legge di Bragg 2dsen 8 = nk;
i) la grandezza dei cristalli attraverso la misura della
larghezza dei riflessi e I'utilizzo della formula di
Scherrer: L, = KAMBcos, dove L, , € la dimensione
dei cristalli nella direzione perpendicolare ai
piani reticolari hkl/, p € I'ampiezza a meta altezza,
misurata in radianti, del picco di diffrazione del
riflesso hkl che presenta il massimo all’angolo di
diffrazione 28 e K & una costante compresa tra
0,89 e 0,94;
iii)il grado e il tipo di orientazione dei cristalli attra-
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verso |'analisi della forma dei picchi estratta dalle
immagini bidimensionali di Fig. 1A,B;

iv) la conformazione delle catene e il modello di im-
pacchettamento delle catene tramite |’analisi det-
tagliata dell’intensita dei riflessi e il calcolo dei
fattori di struttura.

Ad esempio, nel caso di campioni orientati, e

possibile ottenere immagini bidimensionali di diffra-

zione dei raggi X in cui i riflessi risultano organizzati
lungo ben precise linee di strato, come mostrato in

Fig. 1B e nello schema di Fig. 7, se il supporto digi-

tale & avvolto in una camera cilindrica. Il periodo

d’identita lungo I'asse della catena, coincidente con-
venzionalmente con 'asse ¢ della cella elementare,

e deducibile misurando la separazione y, tra le linee

di stato / (Fig. 7) [2, 3] mediante |’'equazione:

c = IMsenltan™(y/R)] (1)

dove A & la lunghezza d’onda dei raggi X utilizzati

e R e il raggio della camera cilindrica attorno alle

pareti della quale € avvolto il supporto digitale per la

registrazione dell'immagine.

[ rimanenti parametri della cella elementare sono de-

terminati successivamente fino a indicizzare tutti i

riflessi osservati attraverso una procedura a tentativi

[2]. Si determina quindi il numero di unita monome-

riche per cella elementare, confrontando la densita

calcolata con quella sperimentale. Dall’analisi degli

indici di Miller dei riflessi osservati, si stabilisce il

assunte dalle macromolecole nello stato cristallino
e da calcoli di energia conformazionale e di impac-
chettamento.

Questa procedura prevede la costruzione di model-
li delle possibili conformazioni di massima simme-
tria della catena, compatibili con la costituzione, la
configurazione e con il periodo di identita e che ri-
spondono al requisito di minima energia [2, 3]. Ad
esempio la conformazione ad elica 3/1 del polipro-
pilene isotattico (Fig. 3) € compatibile con il periodo
di identita c pari a 6,5 A, deducibile da immagini di
diffrazione bidimensionali come quella di Fig. 1B,
la configurazione isotattica delle catene, e rispon-
de al requisito di minima energia [20]. Tale confor-
mazione, identificata col simbolo 3/1, corrisponde
alla ripetizione identica di tre unita monomeriche
per ciascun giro di elica e ad una successione di
angoli di torsione interna lungo la catena di tipo
TG+TG+TG+... per l'elica sinistra e TG-TG-TG-...
per I'elica destra, ove i simboli T, G+ e G- indicano
valori degli angoli di torsione interna =180°, ~+60° e
=~-60°, rispettivamente [20].

Lo stadio finale di questa procedura prevede la costru-
zione di possibili modelli di impacchettamento delle
catene nella cella elementare, il calcolo dei fattori di
struttura, e il confronto di questi con le intensita di dif-
frazione osservate [2]. Attraverso tentativi successivi
si procede nell’analisi strutturale, fino ad ottenere un
buon accordo dei dati sperimentali con quelli calco-
lati, utilizzando opportune figure di merito.

possibile o i possi-
bili gruppi spaziali
di simmetria [1, 2].

Come gia detto, per
la risoluzione strut-
turale dei polimeri
non e possibile ap-
plicare le procedure
automatiche che si

utilizzano come rou-
tine nel caso delle
sostanze cristalline
di bassa massa mole-
colare. E necessario,
infatti, associare alla

¥ |meridiano
N\ \ N\ |-PEZ 20 strato
LY T oo BEL 10 strato
' '—' ' hi0 — €quatore
17 / o LAKLq° strato
s’ g1 HE2.... 2° strato

diffrazione dei raggi
X informazioni che
si possono ottenere

&
T T __, ’
V B 4

2x -

da un’analisi geo-
metrica delle con-
formazioni possibili

Fig. 7 - Schema di una immagine di diffrazione dei raggi X di una fibra di un polimero registrata con una
camera cilindrica. Vengono mostrati i riflessi hkl organizzati in linee di strato, 'equatore e il meridiano
dell’immagine e il metodo per la misura delle coordinate x e y dei riflessi in un sistema cartesiano xy
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Elica sinistra

Elica destra

C - Elica
sinistra 15/7

B - Conformazione
disordinata

A - Elica
destra 15/7

Fig. 8 - Modelli di catene di politetrafluoroetilene nella
conformazione a elica 15/7 destro-gira (A) e levo-giro (C),
corrispondenti a sequenze di angoli di torsione interna lungo la
catena principale pari a ...+165,7°+165,7°+165,7°... e ...-165,7°-
165,7°-165,7°;... rispettivamente, e modello di una catena di
politetrafluoroetilene in conformazione disordinata che include
un’inversione nella spiralizzazione dell’elica (B), corrispondente a
sequenze di angoli di torsione del tipo ...+165,7°%+165,7°+165,7°(T’;
180°T")-165,7°-165,7°-165,7°... dove T' e T” sono valori
dell’angolo di torsione interna leggermente diversi da 180° in modo
da mantenere le porzioni di catena adiacenti al giunto in asse

Dalle immagini bidimensionali di diffrazione dei rag-
gi X di fibre, del tipo dello schema di Fig. 7, & possi-
bile, dalla lettura della distribuzione dell’intensita dei
riflessi sulle varie linee di strato, determinare, nel caso
di polimeri aventi catene in conformazione ad elica
complessa M/N, i parametri dell’elica (cioe il numero
M di unita monomeriche e numero N di giri dell’e-
lica per periodo di identita). Si prenda, ad esempio,
in considerazione |’elica complessa 15/7 del polite-
trafluoroetilene (PTFE) nella forma | che si ottiene a 30
°C, in cui 15 unita -CF,- sono incluse in 7 giri dell’e-
lica per ciascun periodo di identita di 19,5 A. La for-
ma | del PTFE e caratterizzata dall’'impacchettamento
pseudo-esagonale delle catene, e un elevato grado di
disordine strutturale [21-23]. Immagini di diffrazione
dei raggi X bidimensionali di tale forma cristallina,
collezionate a due diverse temperature, sono mostrate
nella figura in apertura. La forma | & caratterizzata da
riflessi netti solo sull’equatore, mentre in corrispon-
denza del 7° e 8° strato si osserva intensita diffusa [2,

24-26]. All’aumentare della temperatura, l'intensita
diffusa sul 7° e 8° strato si sposta gradualmente in
una posizione intermedia, fino ad avere coalescenza
dell’intensita sui due strati in unico alone slargato per
temperature maggiori di 100 °C [21-25]. Applicando
lo schema teorico derivato per la prima volta da Co-
chran, Crick e Vand [27] & possibile prevedere la di-
stribuzione dell’intensita sulle varie linee di strato per
una generica elica M/N caratterizzata dall’inclusione
di M unita che si avvolgono in N giri per ciascun pe-
riodo di identita, attraverso la regola di selezione:

| =mM + nN 2)

ove [ & I'indice di Miller dello strato, m &€ un numero
intero compreso tra - a +% e n |'ordine della fun-
zione di Bessel, dal cui quadrato dipende I'intensita
diffratta. Si verifica che l'intensita diffratta sulle linee
di strato & tanto pil elevata quanto pil piccolo e |'or-
dine n della funzione di Bessel, e che valori piccoli
di n corrispondono a massimi di intensita nella re-
gione dell'immagine bidimensionale dei raggi X vici-
na al centro della lastra, corrispondente al meridiano
[27, 28]. Nella parte destra della figura in apertura e
riportata la distribuzione di intensita calcolata nel caso
di un’elica 15/7. Si nota, che al di fuori dell’equatore,
che dipende dall'impacchettamento delle catene, la
distribuzione dell’intensita calcolata per I'elica isolata
riflette bene la distribuzione di intensita della forma
| del PTFE. La ragione per cui nel caso sperimentale
sulle linee di strato diverse dall’equatore e dalle linee
con /=7 e 8, siosserva solo intensita diffusa, & dovuto
a disordine traslazionale delle catene nella direzione
parallela al loro asse e rotazionale delle catene intor-
no al loro asse [23, 25]. La coalescenza dell’intensita
sulla 7° e 8° linea di strato in un unico largo alone
centrato in una posizione intermedia nel caso della
forma | ad alta temperatura [23-26], & stata spiegata
sulla base di disordine conformazionale, in cui por-
zioni di catene a elica di opposta chiralita sono giun-
tate tra loro lungo la stessa catena a basso costo di
energia interna (Fig. 8B) [24-26]. All’aumentare della
temperatura, la concentrazione di inversioni di spira-
lizzazione lungo la catena aumenta, |’energia interna
non varia in maniera significativa, mentre si verifica
un netto aumento dell’entropia.

Ancora oltre...

La determinazione della struttura cristallina di un
polimero rappresenta per sé un ambizioso traguardo
dell’analisi strutturale. Tuttavia esso rappresenta an-
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che un punto di partenza in studi fondamentali e ap-
plicativi. Per esempio lo studio strutturale delle varie
forme cristalline del polipropilene sindiotattico, ha
consentito di individuare una nuova classe di mate-
riali con proprieta elastiche, gli elastomeri cristallini,
in cui il comportamento elastico e associato ad una
transizione di fase cristallo-cristallo ed & di natura
entalpica [2, 14, 29].

Un altro esempio significativo e rappresentato dallo
studio strutturale e dei fenomeni di disordine che si
verificano nel caso di campioni stereoirregolari del
iPP e dei copolimeri isotattici del propene con altre
olefine ottenuti da catalizzatori single-site metallor-
ganici [2, 13, 14, 30]. Cio ha consentito di identifi-
care una nuova categoria di materiali, con proprieta
completamente differenti da quelli ottenuti indu-
strialmente con catalizzatori Ziegler-Natta eteroge-
nei, in cui, variando il contenuto e tipo di difetti, &
possibile controllare indipendentemente densita,
temperatura di fusione, duttilita, modulo tensile, e
resistenza meccanica.

Lo studio della struttura cristallina dei materiali poli-
merici e materiali in generale, effettuato con i metodi e
il linguaggio rigoroso della cristallografia, apre nuove
opportunita, consente di approdare a nuovi concetti e
di identificare nuove applicazioni, stimolando I'iden-
tificazione di nuovi metodi di sintesi e di lavorazione
dei materiali per I'ottenimento dei manufatti finiti.
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The X-Ray Diffraction for the Structural Analysis
of Polymeric Materials and Beyond
Understanding material properties at molecular
level is still a challenge. The study of the structure
of polymers with the use of diffraction techniques
paves the way toward this objective, with the aim
of discovering the laws for the design of material
properties directly in the reactor plants.
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LA SFIDA DELLA SOLUZIONE
STRUTTURALE DA POLVERI
IN CRISTALLOGRAFIA

Negli ultimi venticinque anni il metodo della diffrazione da polveri é stato applicato

con successo crescente per risolvere strutture cristalline (composti organici, inorganici,
metallorganici). Nonostante cio, la soluzione strutturale da polveri é ancora oggi una sfida
perché i problemi del metodo, dovuti principalmente all’interpretazione dei dati sperimentali,

devono essere ancora risolti.

e

111‘” .

La cristallografia & una scienza multidisciplinare
che, utilizzando I'informazione fornita dalla diffra-
zione X, o da neutroni o da elettroni, permette di ca-
ratterizzare un materiale cristallino su scala atomica e
di risalire alla relazione struttura-proprieta. L'interesse
verso gli studi cristallografici € sempre pil crescente
non solo in ambito scientifico (Chimica, Scienze dei
Materiali, Scienze Farmaceutiche, Mineralogia, Bio-
logia...), ma anche industriale (ad esempio farmaci,
catalizzatori, coloranti, pigmenti).

Molti materiali cristallini non possono essere prepa-
rati sotto forma di cristalli di dimensione sufficiente
per essere studiati con le tecniche di diffrazione ti-
piche del cristallo singolo. In tal caso il metodo di
diffrazione da polveri & una scelta obbligata e rap-
presenta |'unica possibilita per poter caratterizzare il
materiale. D’altronde, per molti materiali di impor-
tanza industriale, & fondamentale che essi vengano
preparati e utilizzati sotto forma di polveri micro-
cristalline, per esempio, allo scopo di incrementare

la loro area superficiale (ad esempio i catalizzato-
ri), per potenziare la loro dispersibilita (ad esempio
i pigmenti) e per ottimizzare la loro solubilita (ad
esempio i farmaci). E importante che questi materia-
li vengano analizzati nelle stesse condizioni in cui
vengono utilizzati.

Una polvere ideale & costituita da numerosi micro-
cristalliti (dimensioni tipiche 1-10 um) orientati nel-
lo spazio in modo casuale. Il metodo di diffrazione
da polveri, introdotto nel 1916 da Debye e Scherrer,
e stato applicato, per circa cinquant’anni, esclusiva-
mente per l'analisi qualitativa (identificazione del-
la/e fase/i cristallina/e presente/i in una polvere), se-
mi-quantitativa (stima approssimata delle percentuali
in peso delle fasi presenti in una polvere) e per misure
di stress macroscopico. Il metodo ha ampliato il suo
spettro di applicazione a partire dal 1969 grazie a
Hugo Rietveld [1], che propose una procedura di affi-
namento strutturale di grande successo basata sull’u-
so dell’intero profilo di diffrazione da polveri.
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Negli ultimi venticinque anni, i notevoli progressi in
campo metodologico e computazionale, associati
all’'uso di computer dalla potenza di calcolo elevata,
a diffrattometri di nuova generazione e alla disponi-
bilita della luce di sincrotrone, hanno consentito di
applicare con successo il metodo delle polveri anche
alla soluzione strutturale. Tale applicazione era im-
pensabile fino agli anni Ottanta, essendo storicamen-
te riservata alla diffrazione da cristallo singolo.

[l numero e la complessita delle strutture cristalline
risolte mediante la diffrazione da polveri & ad oggi
in crescita. Fino al 2002 le strutture risolte e deposi-
tate nel Cambridge Structural Database (CSD) erano
in totale 370 [2], a cui si sono successivamente ag-
giunte in media 82 strutture per anno (tale numero e
stato calcolato considerando il periodo 2003-2012)
[3]. Malgrado cio, la diffrazione da polveri continua
a presentare dei limiti che possono rendere il proces-
so di soluzione strutturale particolarmente complica-
to e talvolta fallimentare anche nel caso di strutture
di modesta complessita (molecole con pochi atomi
non-H nell’unita asimmetrica). Il principale limite del
metodo € legato alla monodimensionalita del profi-
lo sperimentale e alla conseguente sovrapposizione
dei picchi di diffrazione, a cui possono aggiungersi
problemi addizionali, quali, ad esempio, 'orientazio-
ne preferenziale dei cristalliti (quando i cristalliti non
sono distribuiti casualmente nello spazio) e un’errata
definizione del segnale di fondo.

Il processo di soluzione da dati da polveri consta di
alcune fasi: determinazione della cella cristallina,
identificazione del gruppo spaziale, estrazione delle
intensita integrate di diffrazione, soluzione e affina-
mento strutturale. Ciascuna di queste fasi presenta
delle criticita, tanto da limitare, a tutt’oggi, la soluzio-
ne solo alle piccole molecole. Cio non ha ostacolato
Iinteresse anche verso lo studio di macromolecole.
Vale la pena citare il lavoro pioneristico di Von Dre-
ele [4] che nel 1999 ha affinato per la prima volta la
struttura della metmioglobina, applicando il metodo
Rietveld, guidato da vincoli stereochimici. Da allora
si e sviluppato un intraprendente filone di ricerca ri-
volto all’applicazione della diffrazione da polveri an-
che alla caratterizzazione di proteine.

I metodi utilizzati per la soluzione sono di due tipi: i
metodi tradizionali (ad esempio Metodi Diretti), detti
anche metodi ab-initio, che operano nello spazio re-
ciproco [5] e i metodi che operano nello spazio reale
(metodi di ottimizzazione globale) [6]. Questi ultimi
hanno permesso di estendere ulteriormente i confini
di applicazione della diffrazione da polveri, consen-

tendo di risolvere strutture cristalline sempre piti com-
plesse come, ad esempio, il composto farmaceutico
clorotiazide (diuretico) solvatato con dimetilformam-
mide (94 atomi nell’unita asimmetrica) [3].

Sono stati sviluppati numerosi programmi di calcolo
dedicati a una (o piu) fasi del processo di soluzione.
Tra questi, uno dei piu diffusi € il software EXPO [71,
capace di eseguire tutte le fasi del processo di solu-
zione in modo prevalentemente automatico e di ope-
rare sia nello spazio reciproco (scelta di default) che
nel diretto.

Determinazione della cella cristallina

La determinazione della cella cristallina, processo
noto anche come indicizzazione, € il primo passo da
effettuare nel percorso che conduce alla soluzione di
una struttura. Un’errata valutazione dei parametri di
cella preclude ogni altra fase successiva del processo
di soluzione [8]. Il numero di parametri da determi-
nare varia da 1 a 6, a seconda della simmetria del
cristallo: € massimo nel caso di simmetria piu bassa
(sistema cristallino triclino) e decresce al crescere del-
la simmetria (e pari ad 1 nel caso del sistema cristal-
lino cubico).

Il processo di indicizzazione & cosi chiamato perché
assegna ad ogni effetto di diffrazione, detto anche ri-
flesso, un’appropriata terna di indici, detti indici di
Miller (hk/, o, in termini vettoriali, h), che definiscono
la famiglia di piani con distanza interplanare d, coin-
volti nella diffrazione. La posizione dei picchi speri-
mentali dipende dall’angolo 6,, legato alla distanza
interplanare d, dalla nota legge di Bragg 2d,sinf,=A,
con A lunghezza d’onda della radiazione sperimenta-
le. Dai dati sperimentali si risale alla cella reciproca (i
cui parametri sono a*, b*, c*, a*, * e y*) e, da questa,
si ricava la cella diretta (i cui parametri sono a, b, c,
a, fey.

Nel caso del cristallo singolo i dati sperimentali sono
tridimensionali e gli effetti di diffrazione sono general-
mente ben separati, di conseguenza, la determinazio-
ne dei parametri di cella & un obiettivo raggiunto con
facilita. Nel caso delle polveri la monodimensionalita
del profilo di diffrazione puo rendere il processo par-
ticolarmente complicato e, a volte, irrealizzabile.

| metodi tradizionali di indicizzazione ricavano i pa-
rametri a*, b*, c*, o*, p* e y* nello spazio reciproco,
risolvendo /’equazione fondamentale dell’indicizza-
zione, che lega i valori di d,, ai corrispondenti indici
h, k, I e ai parametri di cella incogniti. Tali metodi
sono alla base dei programmi di calcolo piu larga-
mente utilizzati dalla comunita scientifica.
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Metodi alternativi ai tradizionali, di sviluppo piu re-
cente, si basano su algoritmi di ottimizzazione glo-
bale (ad esempio, Monte Carlo, algoritmo genetico) e
operano nello spazio reale [8].

A causa di fattori, molteplici e spesso concomitanti
(ad esempio, la sovrapposizione dei picchi di diffra-
zione, e/o errori nella posizione di 26 zero, e/o basso
grado di cristallinita del campione, e/o basso rapporto
segnale/rumore di fondo...), i valori di d|, ricavati spe-
rimentalmente, sono spesso affetti da errori che com-
promettono il processo di indicizzazione. Un’altra
possibile causa di fallimento del processo di indiciz-
zazione e dovuta alla presenza di picchi di diffrazio-
ne non attribuibili alla fase cristallina di interesse. Cio
accade in presenza di piu di una fase, in particolare
nel caso di impurezze o di miscela multicristallina.
Un ulteriore punto critico & legato alla non unicita
della soluzione trovata: spesso il processo di indiciz-
zazione fornisce pit di una cella plausibile; si pone,
quindi, il problema di riconoscere quella corretta. A
tale scopo sono stati proposti strumenti matematici
(figure di merito), che permettono di valutare la plau-
sibilita delle soluzioni.

Determinazione del gruppo spaziale

Una volta individuati i parametri di cella e il corri-
spondente sistema cristallino, la fase successiva del
processo di soluzione strutturale € la determinazione
del gruppo spaziale.

Un’analisi statistica delle intensita integrate dei pic-
chi sperimentali di diffrazione consente di ottenere
informazioni sulla simmetria [9-11]. In particola-
re, Iintensita integrata nulla di classi di riflessi con
determinata parita degli indici (hkl) & dovuta alla
presenza di elementi di simmetria. Tale indicazione,
combinata con l'informazione del gruppo di Laue,
consente di determinare il simbolo di estinzione (SE)
e, da quest’ultimo, il gruppo spaziale. Il numero dei
possibili simboli di estinzione varia con il sistema
cristallino: 14 gruppi di estinzione per il monoclino,
111 per l'ortorombico, 31 per il tetragonale, 12 per
il trigonale-esagonale e 18 per il sistema cubico. La
determinazione del simbolo di estinzione si basa sulle
stime delle intensita integrate di diffrazione, che, nel
caso delle polveri, sono affette da errori inevitabili (v.
paragrafo successivo).

Metodi per la determinazione del gruppo spaziale,
basati su approcci probabilistici, sono stati proposti
da Markvardsen e collaboratori [12] e Altomare e col-
laboratori [9-11]. Tali approcci consentono di calco-
lare un valore di probabilita per ogni SE compatibile

con il sistema cristallino determinato in fase di indi-
cizzazione. Non sempre il simbolo di estinzione defi-
nisce in modo univoco il gruppo spaziale; € possibile,
infatti, che ad uno stesso SE corrispondano pit di un
gruppo spaziale. Ad esempio, se si considera il siste-
ma monoclino, al simbolo di estinzione ‘P 1_1’" cor-
rispondono tre gruppi spaziali (P2, Pm, P2/m). In tal
caso per individuare il gruppo spaziale corretto si puod
optare per una delle due seguenti alternative:

a) effettuare il processo di soluzione strutturale per
ognuno dei possibili gruppi spaziali e scegliere la
soluzione corretta tra tutte le soluzioni candidate;

b) risolvere la struttura cristallina selezionando il
gruppo spaziale piu frequente in letteratura che e
maggiormente in accordo con le proprieta moleco-
lari del materiale in esame.

Estrazione delle intensita integrate di diffrazione

[l processo di estrazione delle intensita integrate con-

siste nella decomposizione del profilo sperimentale

al fine di stimare |'area sottesa da ciascun picco di

diffrazione.

Si tratta di un processo non semplice ma necessario

se si sceglie di applicare i metodi tradizionali operanti

nello spazio reciproco (ad esempio Metodi Diretti).

Esso non & invece richiesto nei casi di soluzione me-

diante metodi nello spazio diretto (v. paragrafo suc-

cessivo).

| problemi legati all’interpretazione dei dati da pol-

veri, sovrapposizione dei picchi di diffrazione, orien-

tazione preferenziale dei cristalliti, errata stima del

segnale di fondo, ostacolano il corretto processo di

estrazione delle intensita e sono responsabili di inevi-

tabili errori, spesso gravi, sulla loro stima (errori medi

intorno al 40%).

Il grado di accuratezza del processo di estrazione del-

le intensita integrate dipende principalmente:

1) dalla qualita dei dati sperimentali (ad esempio, se
si utilizzano sorgenti da sincrotrone, i picchi di dif-
frazione sono meglio risolti e meno sovrapposti e
il rapporto segnale/rumore e piu elevato rispetto al
caso di dati da diffrattometro convenzionale);

2) dalle tecniche matematiche su cui il metodo di de-
composizione € basato.

| due approcci alternativi, storicamente piu applicati

per 'estrazione delle intensita integrate di un profilo

di diffrazione sono il metodo di Pawley [13] e il me-

todo di Le Bail [14].

Vale la pena evidenziare un’efficace proprieta dell’al-

goritmo di Le Bail: la dipendenza dai valori iniziali

delle intensita assegnati ai riflessi [15]. Cio ha sugge-
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Fig. 1 - Profilo di diffrazione da polveri microcristalline del cocristallo C

rito lo sviluppo di una serie di procedure che, utiliz-
zando informazioni a priori nell’algoritmo di Le Bail
(riguardanti pseudosimmetria, orientazione preferen-
ziale, mappa Patterson, frammento ben posizionato
e orientato), possono ridurre sensibilmente gli errori
sulla stima delle intensita integrate.

Come esempio di profilo di diffrazione da polveri,
nella Fig. 1 si riporta quello relativo al cocristallo
C,H,,NJOxC.H.O,, relativo alle due molecole di
isoniazide e niazide, di notevole importanza farma-
cologica (in particolare, la prima molecola e ampia-
mente usata come agente antitubercolare) [16]. Il
profilo € stato raccolto sulla linea X16C del ‘National
Synchrotron Light Source” di Brookhaven, con lun-
ghezza d’onda di 0,6999 A. Il software EXPO deter-
mina automaticamente i parametri di cella a=8,5813,
b=22,7241, c=8,8513 A, p=95,760° e il gruppo spa-
ziale P2 /c. La procedura di estrazione stima l'intensi-
ta integrata di 1139 riflessi corrispondenti ai picchi di
diffrazione contenuti nel profilo, sovrapposti tra loro
con un livello di sovrapposizione medio dell’ordine
del 46%, stimato in accordo ad Altomare et al. [17].

Soluzione strutturale nello spazio reciproco

Le informazioni disponibili al termine del processo
di decomposizione del profilo di diffrazione sono le
intensita integrate dei riflessi {1}, le quali non sono
sufficienti per poter risalire alla struttura cristallina
del composto di interesse. L'intensita /, del riflesso h
& proporzionale al quadrato del modulo del fattore
di struttura F,-F,, entita complessa definita da un mo-
dulo (|F,|) e da una fase (¢,), rappresenta |'ampiezza
totale dell’onda diffratta dagli atomi del cristallo che
giacciono sulla famiglia di piani (hk/). Per determinare
la struttura e necessario ricavare la mappa di densita
elettronica p(r) calcolata dalla trasformata di Fourier
inversa di F,. Lo studio della mappa di densita elettro-
nica, guidato dalla conoscenza della composizione
chimica del materiale, permette di localizzare le po-
sizioni dei picchi nella mappa e assegnare loro una

2

strutturale, essendo una
funzione delle coordinate
degli atomi presenti nel
composto e del loro fattore di diffusione. La funzione
densita elettronica p(r) puo essere calcolata, a condi-
zione che siano noti sia i moduli che le fasi dei fattori
di struttura. Sfortunatamente I'informazione sulla fase
e perduta nell’esperimento di diffrazione. Risolvere
una struttura cristallina mediante i metodi tradizionali
che operano nello spazio reciproco equivale quindi
a risolvere quello che in cristallografia € noto come il
problema della fase.

| Metodi Diretti [5] sono i principali metodi tradi-
zionali di soluzione strutturale operanti nello spazio
reciproco, in grado di risolvere strutture cristalline di
varia natura (organica, inorganica, metallorganica).
Come lo stesso nome suggerisce, essi determinano le
fasi dei riflessi direttamente dalle osservazioni speri-
mentali attraverso metodi matematici di tipo statisti-
co-probabilistico che si basano sulle seguenti assun-
zioni: 1) positivita della p(r); 2) atomicita di p(r); 3)
posizioni atomiche considerate variabili random uni-
formemente distribuite nella cella. Grazie ai sorpren-
denti avanzamenti metodologici sviluppati nel corso
degli anni, oggi il processo di soluzione da cristallo
singolo attraverso i Metodi Diretti & routinario, affi-
dabile, veloce (richiede pochi minuti) sia nel caso di
piccole molecole che di medie molecole (fino a 300
atomi non-H nell’unita asimmetrica). Si stima che pit
di 5000 nuove strutture da cristallo singolo sono ri-
solte all’anno grazie ai Metodi Diretti. Tale progresso,
sebbene ancora in atto, non pud ancora estendersi,
negli stessi termini, alla soluzione da polveri anche di
piccole molecole, a ragione della difficolta a ricavare
valori sperimentali di |F,| accurati e, di conseguen-
za, valori di g, affidabili. Un’attenzione particolare e
stata rivolta allo sviluppo di approcci computazionali
innovativi per migliorare il processo di stima di |F,|
[15], senza dubbio il punto piu critico della soluzio-
ne ab-initio da polveri. Un’ulteriore difficolta riguarda
la risoluzione sperimentale spesso lontana da quella
atomica (>1,0 A), in particolare nel caso di strutture
organiche, a causa del rapido decadimento dei loro
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Fig. 2 - Struttura atomica del cocristallo C;H N,O-CH O,
(unita asimmetrica), risultato del processo di soluzione strutturale

ab-initio, realizzato dal software EXPO

fattori di diffusione. Le problematicita si combinano
in modo tale che il modello strutturale che si ricava
dalla p(r) e talvolta non chimicamente interpretabile,
e spesso imperfetto: alcuni atomi sono mancanti, altri
posizionati in modo approssimato ecc. L'ottimizza-
zione del modello si rende necessaria. Le procedure
di ottimizzazione finora sviluppate si basano princi-
palmente su:

1) cicli di minimi quadrati opportunamente pesati che
minimizzano la differenza tra i moduli dei fattori di
struttura osservati e calcolati dal modello struttura-
le. L'originalita del metodo consiste nell’aver indi-
viduato un peso associato ad ogni riflesso h che tie-
ne conto dell’affidabilita del valore sperimentale di
|F,| in funzione del livello di sovrapposizione del
picco di diffrazione corrispondente ad h nel profilo
sperimentale [18]. Tale procedura e di particolare
efficacia per il miglioramento di modelli strutturali
di composti inorganici;

correzione degli errori presenti nella mappa di
densita elettronica dovuti alla risoluzione speri-
mentale limitata: allargamento e spostamento dei
picchi, presenza di intensita negative. || metodo,
denominato RBM (acronimo di Resolution Bias
Modification) [19, 20], consente di eliminare pic-
chi falsi e localizzare atomi inizialmente mancanti,
completando o migliorando notevolmente modelli
strutturali anche molto imperfetti e incompleti. Tale
approccio e particolarmente indicato per corregge-
re la mappa di densita relativa a materiali organici
e metallorganici;

correzione della mappa di densita elettronica sfrut-
tando il principio di covarianza tra punti della
mappa (COVMAP) [21].

In Fig. 2 @ mostrato il risultato del run automatico di EXPO
per la soluzione del cocristallo C;H,,N,OxC H,O,.

>

W

Soluzione strutturale nello spazio reale

| metodi di soluzione strutturale che agiscono nello
spazio diretto, contrariamente al caso dei metodi nel-
lo spazio reciproco, hanno il vantaggio di non richie-
dere I'estrazione delle intensita integrate. La loro ap-
plicazione ha contribuito a potenziare notevolmente
il successo del metodo delle polveri, consentendo di
risolvere strutture sempre piu complesse, anche nel
caso di dati a bassa risoluzione, casi in cui, in genere,
i metodi di soluzione tradizionali falliscono.

| metodi nello spazio diretto presentano perd lo svan-
taggio, rispetto ai metodi nello spazio reciproco, di
richiedere a priori I'informazione sulla geometria mo-
lecolare. Si tratta di metodi stocastici basati sulla ge-
nerazione di numerosi modelli strutturali random tutti
compatibili con I'informazione sulla geometria mole-
colare attesa. A ogni modello che varia per posizione,
orientazione e conformazione interna, si associa una
funzione costo che valuta Iattendibilita del modello
(ad esempio l'indice di accordo tra profilo osservato
e calcolato). Lo scopo dei metodi nello spazio diretto
(noti anche come metodi di ottimizzazione globale)
e cercare la configurazione ottimale corrispondente
al minimo della funzione costo. Sono stati sviluppati
metodi basati su varie tecniche di ottimizzazione, tra
cui si menziona: algoritmo genetico, simulated anne-
aling (SA) [6], e hybrid big-bang big-crunch [22].
Una metodica ormai ampiamente diffusa consiste nel
validare le soluzioni ottenute da metodi nello spazio
diretto tramite ottimizzazione geometrica mediante
DFT-D (dispersion-corrected density functional the-
ory) [23].

| metodi di ottimizzazione globale implementati in
EXPO sono simulated annealing e hybrid big-bang
big-crunch. Un esempio di soluzione strutturale di
successo tramite simulated annealing in EXPO € mo-
strato in Fig. 3. Esso riguarda il composto penta-pep-
tidico Z-(Aib).-O-t-Bu-C,,H, ,N.O,, con 45 atomi
non-H nell’unita asimmetrica (numero di atomi trop-
po elevato per la soluzione tramite Metodi Diretti) e
risoluzione sperimentale di 1,2 A, struttura gia risolta
in passato con dati da cristallo singolo [24]. Il numero
totale di gradi di liberta del modello strutturale e 26
(3 per la posizione, 3 per l'orientazione e 20 per le
torsioni). Al termine di 100 run di SA, EXPO ordina i
corrispondenti modelli strutturali in funzione di valori
crescenti di una funzione costo (I'indice di accordo
pesato tra profilo di diffrazione osservato e calcola-
to) e seleziona correttamente la soluzione mostrata in
Fig. 3 (gli atomi di H sono stati trascurati nel processo
di soluzione strutturale).
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Fig. 3 - Struttura atomica del pentapeptide Z-(Aib),-O-t-Bu (unita
asimmetrica; gli atomi di H sono stati trascurati nel processo di
soluzione strutturale), risultato del processo di soluzione strutturale
mediante simulated annealing, realizzato dal software EXPO

Conclusioni

Negli ultimi venticinque anni, il metodo della diffra-
zione da polveri microcristalline si e rivelato uno stru-
mento analitico potente e di estrema utilita per lo studio
di materiali disponibili solo nella forma di polveri. La
confidenza nel metodo da polveri si € spinta a tal punto
da tentare, con esiti positivi in molti casi, anche la ca-
ratterizzazione di piccole proteine. Il processo di solu-
zione strutturale da polveri, piti complesso di quello da
cristallo singolo, & stato ottimizzato in tutte le sue fasi,
grazie allo sviluppo metodologico, computazionale e
sperimentale rivolto in tale direzione. l'avanzamento,
sia dei metodi che operano nello spazio reciproco che
di quelli che lavorano nello spazio reale, hanno am-
pliato il range di applicazione a composti di diversa
natura: organici, inorganici, metallorganici, ibridi, con
livello di complessita strutturale crescente nel corso de-
gli anni (fino a 100 atomi nell’'unita asimmetrica) e con
risoluzione sperimentale anche abbastanza lontana da
quella atomica (fino a 2,0 A). Si tratta di traguardi im-
pensabili fino a qualche anno fa. Il software EXPO, sup-
portato da continui sviluppi metodologici e da elevate
potenzialita grafiche e computazionali, ha contribuito
ad incrementare il numero di strutture risolte da polveri.
L'obiettivo di migliorare il processo di soluzione strut-
turale da polveri in modo tale da renderlo sempre pit
confrontabile con quello da cristallo singolo & una sfi-
da scientifica per il presente e futuro.
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The Challenge of Structural Solution

by Powders in Crystallography

In the last 25 years the powder diffraction method
has been applied more and more successfully to sol-
ve crystal structures (organic, inorganic, metal-orga-
nic compounds). Despite this, structure solution by
powder is still now a challenge because problems
of the method, mainly related to the interpreta-
tion of the experimental data, must still be solved.
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LA DIFFRAZIONE DI RAGGI X DA
POLVERI E IL “PROBLEMA DELLA
FORMA” IN CAMPO FARMACEUTICO

I principi attivi farmaceutici (API) spesso presentano la tendenza ad ordinarsi allo stato solido
in differenti strutture cristalline, dette polimorfi, che possono presentare proprieta chimico-
fisiche molto diverse. La scelta della forma di un determinato principio attivo per lo sviluppo
farmaceutico ha un impatto enorme sulle proprieta stesse della prodotto finale: il “problema
della forma” presenta implicazioni in campo etico, terapeutico, brevettuale, commerciale ed
economico. La diffrattometria a raggi X per polveri (X-Rays Powdern Diffraction, XRPD) é la
tecnica principe per la determinazione e quantificazione delle varie forme solide (polimorfi,
solvati, idrati, amorfo, sali, co-cristalli, etc.) di un determinato composto e quindi uno
strumento analitico imprescindibile per dare risposta al “problema della forma”.

It is at least this author’s opinion that every compound has different polymorphic forms and that,
in general, the number of forms known for each compound is proportional to the time

and money spent in on that compound.
Walter C. McCrone, 1965.

| 1° marzo del 1996 la Food and Drug Administra-

tion (FDA) degli Stati Uniti d’America ha approvato
il Ritonavir (Norvir), farmaco scoperto e sviluppato
dalla societa farmaceutica Abbott, noto con la sigla
ABT-538 nella sua fase sperimentale.
[l Ritonavir € un farmaco antiretrovirale appartenente
alla classe degli inibitori delle proteasi utilizzato nel
trattamento dell’infezione del virus HIV e frequente-
mente inserito nella terapia HAART (terapia antire-
trovirale altamente attiva), che consiste nella combi-
nazione di farmaci inibitori delle proteasi con altri
farmaci atti a bloccare la proliferazione del virus HIV.
Questo farmaco é stato lanciato sul mercato in cap-
sule per somministrazione orale, formulato partendo
dall’'unica forma cristallina nota durante il suo svi-
luppo, denominata forma .

Nel 1998, del tutto inaspettatamente, una nuova for-
ma cristallina (forma 1l) del Ritonavir € apparsa: una
forma con struttura a minor energia libera e conse-
guentemente piu stabile se paragonata alla forma I [1].
La forma Il presentava caratteristiche chimico-fisi-
che ben diverse dalla forma commercializzata: era
drammaticamente meno solubile e di conseguenza
molto meno bio-disponibile, inficiando I'efficacia
terapeutica della formulazione originale. In piu, la
comparsa della forma Il ha compromesso i processi
produttivi della forma I in quanto, sebbene presente
in tracce, semi (seeds) di forma Il catalizzavano l'in-
terconversione delle forme durante il manufacturing.
La compromessa efficacia del prodotto commercia-
lizzato e I'impossibilita di ottenere la forma solida
autorizzata dalla FDA costrinse la Abbott a ritirare
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il farmaco dal mercato per
un lungo periodo (con un
danno economico stimato
in 3 milioni di dollari per
giorno di assenza del pro-
dotto dal mercato) e poi a
sostituire la distribuzione
del Norvir in forma solida
con una formulazione in
sospensione con maggiori
problemi di stabilita.

Le capsule sono state poi
sostituite da  particolari
capsule/gel refrigerate e
nel 2000 una formulazione

modificata in compressa
(oggi proprieta dell’azien-
da AbbVie) e stata appro-
vata per la commercializ-
zazione, eliminando la ne-
cessita della conservazione
a bassa temperatura.

A seguito di questo episo-
dio, la comunita interna-
zionale e gli enti regola-
tori hanno cominciato ad
occuparsi (e preoccuparsi) del cosiddetto “Problema
della Forma”, direttamente connesso al polimorfismo.
[l polimorfismo & la tendenza di un composto mo-
lecolare (per elementi puri si parla di allotropia) o
di miscele stechiometriche di composti ad ordinarsi
allo stato solido in differenti strutture cristalline. Si
parla poi di idrati (o solvati) quando, per una deter-
minata molecola, acqua (o solvente) viene incorpo-
rata nel reticolo cristallino, dando origine a strutture
cristallografiche peculiari.

Spesso idrati e solvati vengono denominati pseudo-po-
limorfi di un dato composto molecolare, tuttavia per
motivi “pratici” la definizione di polimorfo dell’FDA
non fa distinzioni, includendo solvati ed idrati.
Questo fenomeno & molto comune nei composti or-
ganici e, di conseguenza, € quantomai frequente in
campo farmaceutico. Esempio emblematico & I’ace-
taminofene (paracetamolo) che presenta varie “for-
me”: due polimorfi anidri, un solvato, un di-idrato,
un tri-idrato (Fig. 1).

Attualmente la FDA richiede alle industrie farmaceu-
tiche sia lo studio del polimorfismo dei farmaci sot-
toposti a test clinici e successivamente immessi sul
mercato sia un monitoraggio continuo del processo
di produzione.

Fig. 1 - Le varie forme dell’acetaminofene (paracetamolo): due polimorfi anidri, un solvato,
un di-idrato, un tri-idrato

Questo perche la scelta della forma cristallina di un
determinato principio attivo farmaceutico identifica-
ta per lo sviluppo del prodotto finito ha un impatto
enorme sulle proprieta stesse della forma farmaceu-
tica finale.

Differenti polimorfi possono infatti avere proprieta
chimico-fisiche e meccaniche anche molto diverse
(stabilita, velocita di dissoluzione, solubilita, igro-
scopicita, conducibilita termica ed elettrica, durez-
za, etc.) con conseguenze notevoli sul loro utilizzo,
manipolazione ed assorbimento. Inoltre la possibi-
lita di interconversione tra le varie forme puo avere
conseguenze molto serie sulla vita di un prodotto e
sul mantenimento delle sue proprieta (efficacia tera-
peutica, stabilita chimica, etc.).

Pit in specifico, va considerato che, in funzione
di variabili quali temperatura, pressione, umidita
relativa, una forma metastabile puo trasformarsi in
una forma termodinamicamente piu stabile, oppure
una forma cristallina anidra puo trasformarsi in una
forma cristallina idrata per assorbimento di vapore
dall’ambiente, ed una forma cristallina solvata puo,
a sua volta, trasformarsi in una forma cristallina ani-
dra o con diverso grado di solvatazione per perdita
di solvente.
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Fig. 2 - Polimorfismo del Ritonavir - pattern XRPD (Brevetto US 2004/0024031 A1)

Quindi lo studio del polimorfismo di un dato prin-
cipio attivo farmaceutico & un punto fondamentale
nello sviluppo di un farmaco in quanto le caratteri-
stiche della forma selezionata hanno implicazioni a
360 gradi.

Spesso il “Problema della Forma” e percepito princi-
palmente come un problema di difesa della proprieta
intellettuale per le cause brevettuali che hanno scos-
so il mercato dei generici (ranitidina cloridrato, tera-
zosin, etc.), ma il caso del Ritonavir dimostra invece
quanto il polimorfismo sia in primo luogo un proble-
ma etico con ricadute che possono essere gravi sui
pazienti che fanno affidamento su una determinata
terapia quando questa dovesse inaspettatamente
rendersi inefficace.

Il metodo della diffrazione di raggi X da polveri
(X-Rays Powder Diffraction, XRPD) € la tecnica ana-
litica sperimentale principe per dare una risposta al
“problema della forma” nel campo dello sviluppo
farmaceutico.

E il metodo standard di determinazione e quantifi-
cazione delle varie forme solide (polimorfi, solvati,
idrati, amorfo, sali, co-cristalli, etc.) in un principio
attivo farmaceutico, dove conoscere |'esatta natura
del composto che si intende sviluppare & cruciale
per tutte quelle diverse proprieta che le varie forme
possono avere e che vanno studiate a fondo.

Basti pensare che, ad esem-
pio, I'European Patent Office
(EPO) impone, a chi deposi-
ta un brevetto su un farmaco
che si presenta sotto forma di
polvere cristallina, una carat-
terizzazione per diffrazione di
raggi X.

La Fig. 2 mostra i pattern di
diffrazione di raggi X per pol-
veri del Ritonavir (non solo il
polimorfo | e Il ma anche al-
tre forme scoperte successiva-
mente).

Uinterazione tra i raggi X e la
materia permette di studiare
le proprita strutturali e micro-
strutturali di un composto allo
stato solido: c’e una diretta ed
univoca relazione tra il pat-
tern di diffrazione da raggi X
per polveri e |'ordine/disordi-
ne strutturale di un dato mate-
riale. La posizione e I'intensita
relativa dei picchi che si notano in un pattern (picchi
di Bragg) riflettono la simmetria della cella cristal-
lografica della forma in esame. In caso di miscele,
gli stessi picchi (anche detti riflessi) possono essere
utilizzati per quantificare il rapporto in massa tra le
diverse forme cristalline presenti nella miscela. In
piu, la forma e la larghezza dei riflessi stessi portano
informazioni microstrutturali del materiale.

In generale, un pattern di diffrazione da raggi X per
polveri di un materiale cristallino € una sorta di “fin-
gerprint” di un dato composto in una data forma. A
tal motivo un numero crescente di database raccol-
gono sempre pil composti e relativi polimorfi per
facilitare I'identificazione strutturale del campione
in esame e la quantificazione di miscele (citiamo a
titolo di esempio il database PDF/4-Organics gestito
dall’ICDD, International Center for Diffraction Data,
che conta pit di mezzo milione di record).

Il metodo di diffrazione da polveri e stato introdot-
to nel 1916 da Debye e Scherrer e per circa cin-
quant’anni e stato utilizzato per analisi qualitativa
(identificazione delle diverse forme presenti nel
campione in esame) o semi-quantitativa.

Nel 1969 Hugo Rietveld (recentemente scompar-
so, [2]) ha introdotto una nuova metodologia [3] di
raffinamento strutturale basata sull’'uso dell’intero
pattern di diffrazione (non solo quindi sulle singole
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posizioni ed intensita relative dei riflessi di Bragg)
che ha riscosso un enorme successo, ampliando 1'u-
so dei dati XRPD all’analisi quantitativa del rapporto
in massa delle varie forme presenti nella polvere in
esame.

Uintroduzione del metodo di Rietveld € stato talmen-
te rilevante che la comunita scientifica ha omaggiato
post mortem |’autore dando ad un nuovo minerale il
suo nome: la rietveldite [4].

Negli ultimi venticinque anni, l"avvento del compu-
ter con la sua enorme capacita di calcolo e i signi-
ficativi progressi nel campo della modellizzazione
teorica dei profili di diffrazione hanno permesso di
utilizzare dati da polveri per la cosiddetta risoluzio-
ne strutturale, applicazione tradizionalmente riser-
vata alla diffrazione di raggi X da cristallo singolo.
A supporto di questi progressi, la tecnologia costrut-
tiva dei diffrattometri per polveri da laboratorio ha
fatto passi da gigante, garantendo la generazione di
dati a sempre piu alta risoluzione (vedi Fig. 3).
L'affinamento delle geometrie di raccolta (riflessio-
ne, trasmissione, capillare), I'introduzione di ottiche
raffinate come monocromatori, specchi focalizzanti,
slitte automatiche e rivelatori a stato solido partico-
larmente sensibili e veloci (bi-dimensionali) hanno
consentito 'acquisizione di pattern di diffrazione
per polveri in maniera routinaria con risoluzione
angolare sufficiente all’analisi quantitativa dei dati
generati con i pit moderni metodi matematici di raf-
finamento e modellizzazione [5]. In piu, la risoluzio-
ne sempre maggiore ottenibile nello spazio reale ha
permesso |'uso di questi dati per la determinazione
di strutture nano-cristalline e amorfe [6].

versione tra un polimorfo ed un altro, i campi di
esistenza di forme idrate/forme anidre, la presenza
di forme metastabili in condizioni estreme. Questo
grazie alla possibilita di utilizzare camere ad hoc
nei diffrattometri da laboratorio dove possono essere
controllate la temperatura (dalla temperatura dell’e-
lio 0 azoto liquido fino a 1.000 °C), I'umidita relativa
e la pressione (vuoto e alte pressioni), permettendo
la costruzione di diagrammi di fase e studi cinetici di
interconversione in situ (point focus, 2D scan).
Ancora, tecniche di interazione tra la materia e la
radiazione X non di classica diffrazione di Bragg, ma
bensi di diffusione della luce incidente, come small/
wide angle scattering (WAXS, SAXS) e grazing-inci-
dence small-angle scattering (GISAS) hanno permes-
so lo studio dei materiali a livello nanostrutturale e
in film sottile.

A seguito di uno screening di polimorfismo, identi-
ficata la forma cristallina voluta per lo sviluppo del
prodotto finito (in quanto rispondente a requisiti di
stabilita termodinamica, solubilita, efficacia, poten-
za, etc.) e quindi risolto il “problema della forma”,
assume oggigiorno sempre piu importanza la capa-
cita di garantire con un livello di accuratezza elevato
la “purezza della forma” allo stato solido. In altre
parole € necessario abbassare sempre piu il limite di
rilevabilita (LoD) di una forma cristallina in un’altra,
per garantirne |’aderenza a quanto voluto e dichiara-
to anche da un punto di vista regolatorio.

L'alta risoluzione dei diffrattometri da laboratorio (ba-
sati sulla generazione di raggi X da catodo di rame,
molibdeno o argento) spinge tipicamente I'LoD a po-
chi % (in massa) di una fase rispetto ad un’altra.

In questo modo, lo screening
di polimorfismo in campo far-
maceutico ha trovato spazio
nei laboratori di ricerca delle
industrie del settore. La tecni-
ca di diffrazione di raggi X per
polveri & quindi diventata uno
strumento imprescindibile per
I'identificazione di diversi poli-
morfi (forme) di un dato princi-
pio attivo farmaceutico e della
quantificazione di miscele.

La possibilita di effettuare
esperimenti di diffrazione di
raggi X per polveri in condizio-
ni non ambientali ha permesso
poi di determinare in maniera
efficiente i pattern di intercon-

Fig. 3 - Uno dei diffrattrometri per polveri installato nei laboratori di Material Sciences, Aptuit
(Verona, Italia), equipaggiato con specchio lato incidente per misure in riflessione ad alta
risoluzione, detector 3D e camera per il controllo dell’'umidita e della temperatura
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Fig. 4 - La sede di Aptuit a Verona

Ci sono comunque casi in cui la pur ottima risoluzio-
ne dei diffrattometri da laboratorio non e sufficiente
e si rivela necessario trovare metologie alternative
per abbassare il limite di rilevabilita di un polimor-
fo in un altro. | raggi X prodotti da un sincrotrone
(la cosiddetta luce di sincrotrone), data la loro alta
energia e intensita, accoppiata a rivelatori a stato so-
lido multidimensionali molto veloci, permettono di
raccogliere dati di diffrazione da polveri ad altissima
risoluzione, utilizzando lunghezze d’onda variabili
e tempi di acquisizione molto brevi (per minimizza-
re il danno da radiazione), abbassando tipicamente
I’LoD ben sotto lo 0,5% in massa [7], e in alcuni
casi perfino a 0,01% in massa [8], dopo attento “fi-
ne-tuning” del set up sperimentale. Altre tecniche
non convenzionali per lo studio strutturale dei solidi
cristallini sono la diffrazione dei neutroni, dei muoni
e l'utilizzo di sorgenti X-FEL (x-rays free electron la-
ser), che troveranno nel futuro sempre maggiori ap-
plicazioni in campo farmaceutico.

Conclusioni

In conclusione, la diffrattometria a raggi X per pol-
veri (XRPD) e di certo la tecnica principe per |'ap-
proccio analitico al problema della forma in campo
farmaceutico, spesso accoppiata ad altre tecniche
sperimentali come spettroscopia Raman, spettrosco-
pia IR, calorimetria a scansione differenziale (DSC)
e microscopia a scansione eletronica (SEM) che og-
gigiorno trovano posto nei pit moderni laboratori
delle industrie farmaceutiche che affrontano proble-
matiche di stato solido (Fig. 4).
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The X-Rays Powder Diffraction (XRPD)

and the “Form Selection Process”

in the Pharmaceutical Industry

Active Pharmaceutical Ingredients (API) shows
the tendency to get order and crystallize as solids
in different structures (forms). This phenomenon
is known as polymorphism. In general, different
polymorphs show different physicochemical cha-
racteristics and properties. Therefore, the selection
of the API form for drug product (DP) develop-
ment is more than critical because the APl form
itself has a great impact on the properties of the
final DP: the form selection problem has ethic,
therapeutics, commercial and economic impli-
cations. The X-Rays Powder Diffraction (XRPD)
is the essential technique for the determination
and quantification of polymorphic (or pseu-
do-polymorphic) forms in a given API in order
to effectively support the form selection process.
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NANOCRISTALLI DI SILICIO:

UNA PIATTAFORMA FUNZIONALE
PER LA COSTRUZIONE DI
NANOSTRUTTURE IBRIDE PER

LA CONVERSIONE DI ENERGIA

L'articolo riassume lattivita di ricerca condotta dal nostro gruppo riguardo lo studio di processi
di conversione di energia attuati da nanocristalli di silicio funzionalizzati con cromofori organici,
per l'applicazione in dispositivi fotovoltaici ed optoelettronici.

[ silicio e il secondo

elemento piu ab-
bondante sulla crosta
terrestre, ma certa-
mente la prima scelta
per l'industria micro-
elettronica. Questo
elemento ha svolto
infatti la funzione di
capostipite  dell’in-
dustria dei semicon-
duttori, permettendo
la miniaturizzazione

[3]. Questo effetto
puo risultare pero di
grande interesse per
applicazioni alterna-
tive alla microelettro-
nica convenzionale,
come ad esempio
lo sviluppo di siste-
mi fotovoltaici ibri-
di, sorgenti di luce
di tipo led o sensori
[uminescenti per am-
biente biologico.

dei componenti elettronici e il loro utilizzo in un nume-
ro incredibilmente vasto di applicazioni.

La riduzione delle dimensioni di tali strutture all’interno
di chip e transistor ha rappresentato il leit-motiv dell’in-
dustria elettronica, seguendo la previsione fatta dalla
legge di Moore nel 1965 [1], secondo il quale il numero
di transistor all’interno di un circuito integrato & destina-
to a raddoppiare ogni anno. Tale legge é stata nel tempo
ridimensionata [2], anche grazie all’osservazione che
la miniaturizzazione di strutture a semiconduttori al di
sotto della decina di nanometri porta a drastiche modi-
fiche delle proprieta ottiche ed elettriche del materiale
, grazie al cosiddetto effetto di confinamento quantico

I nanocristalli di silicio, nello specifico, rappresenta-
no una nuova classe di materiali luminescenti dotati
di un’elevata resa quantica di emissione e uno spettro
caratteristico la cui lunghezza d’onda risulta essere di-
rettamente correlata alle dimensioni del nanocristallo
stesso, secondo i dettami dell’effetto di confinamento
quantico [4].

In aggiunta, essendo il silicio un semiconduttore a
band gap indiretto, i nanocristalli a base di tale mate-
riale sono caratterizzati da un tempo di vita dello stato
eccitato dell’ordine delle centinaia di microsecondi, il
quale, in contrasto alla maggior parte dei fluorofori or-
ganici, risulta essere indipendente dalla presenza di os-
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sigeno. Tale proprieta rappresen-
ta un vantaggio considerevole in
applicazioni di conversione di
energia luminosa e bioimaging,
ma al contempo € accompagna-
ta da un basso coefficiente di
assorbimento nell’intervallo di
lunghezze d’onda dello spettro
solare.

In questo contesto la compren-
sione dei fenomeni di decadi-
mento radiativo e non radiativo
dello stato eccitato dei nanocri-
stalli di silicio e di fondamentale
importanza per |'ottimizzazione
delle proprieta ottiche ed elettro-
niche e l'effettivo utilizzo nelle
applicazioni sopracitate. Inoltre,
il silicio & un materiale notoria-
mente biocompatibile, a diffe-
renza dei componenti frequentemente utilizzati per la
sintesi di nanocristalli a semiconduttori, quali cadmio
e piombo, e la stessa proprieta € stata verificata anche
per il materiale in forma nanometrica, permettendone
I"utilizzo in campo biologico [5-7].

In questo articolo verra quindi passata in rassegna |'atti-
vita svolta dal nostro gruppo nel contesto di un proget-
to europeo ERC StG (PhotoSi, PI: Prof. Paola Ceroni), il
cui obiettivo consiste nello sviluppo di sistemi antenna
basati su nanocristalli di silicio funzionalizzati con le-
ganti organici.

di agente passivante

Sintesi

Vi sono diverse metodologie di sintesi proposte per la
preparazione di nanocristalli di silicio fra cui sintesi in
plasma [8], riduzione di clorosilani in micelle inverse
[9], pirolisi laser [10] e disproporzione termica di si-
lossiani [11]. Di queste, I"ultima metodologia permette
di ottenere una morfologia e una distribuzione dimen-
sionale controllata. La sintesi in questione prevede un
primo step di preparazione di un precursore a base di
ossido di silicio non stechiometrico, I'idrogeno silse-
squiossano [12]. Una volta prodotto, esso puo essere
sottoposto a un trattamento termico in atmosfera ridu-
cente al fine di ottenere una matrice di ossido di silicio
all'interno della quale sono gia presenti i nanocristalli
disilicio. La dimensione degli stessi puo essere control-
lata in funzione della temperatura di lavoro, in genere
compresa fra 1100 °C e 1200 °C, in grado di produrre
rispettivamente nanocristalli con diametro medio pari
a 3 e 5 nm. Questi possono essere quindi liberati me-

Fig. 1 - Schema sintetico relativo alla preparazione di nanocristalli di silicio colloidali.
Come esempio e stata riportata la co-funzionalizzazione mediante idrosililazione termica di
nanocristalli terminati idruro con derivati pirenici in presenza di 1-dodecene, avente funzione

diante etching con acido fluoridrico, ottenendo cosi
nanocristalli terminati idruro, altamente instabili in at-
mosfera aerata. Essi quindi possono essere funzionaliz-
zati mediante reazione di idrosililazione con alcheni e
alchini terminali iniziata termicamente, ottenendo un
guscio organico covalente dotato di grande stabilita
e in grado di fornire diverse funzioni al nanocristallo
stesso (Fig. 1).

Sensibilizzazione dei nanocristalli

Come anticipato in precedenza, un limite per I'appli-
cazione dei nanocristalli di silicio nella conversione di
energia & rappresentato dal basso coefficiente di assor-
bimento nello spettro visibile. | nanocristalli di silicio
presentano infatti, indipendentemente dalle dimensio-
ni del nanocristallo, uno spettro di assorbimento non
strutturato la cui intensita segue un andamento espo-
nenziale al diminuire della lunghezza d’onda (Fig. 2).
Proporzionalmente alle dimensioni del cristallo stesso,
tale andamento puo essere spostato a lunghezze d‘on-
da maggiori, mantenendo pero un contributo relativa-
mente ridotto nella regione visibile. Pertanto, nono-
stante le ottime proprieta di luminescenza dei nanocri-
stalli, cio ne limita la brillantezza, ovvero il prodotto fra
coefficiente di assorbimento e rendimento quantico di
luminescenza. Per incrementare il contributo alla bril-
lantezza dovuto alla quantita di luce assorbita, € pos-
sibile decorare la superfice del nanocristallo di silicio
con cromofori in grado di assorbire la radiazione lumi-
nosa e trasferire |'energia accumulata al nanocristallo,
secondo il principio di funzionamento dei cosiddetti
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Fig. 2 - Spettri di assorbimento (linee continue) espressi in termini di coefficiente di
assorbimento molare ¢, e spettri di emissione (linee tratteggiate, &, =450 nm) normalizzati

ext

sul massimo di intensita, relativi a nanocristalli di silicio passivati con leganti alchilici aventi

rispettivamente diametro medio di 3 € 5 nm

sistemi antenna. Nello specifico, un sistema antenna
€ un sistema organizzato multi-componente nel qua-
le diverse unita cromoforiche, denominate donatrici,
sono in grado di trasferire I'energia di eccitazione a
una specie accettrice, nel nostro caso il nucleo di sili-
cio. Questo concetto ha origine dall’osservazione di un
fenomeno naturale quale la fotosintesi, dove il fotosi-
stema Il si comporta esattamente come un sistema an-
tenna. Tale sistema deve avere in genere alcuni pre-re-
quisiti, quali un buon coefficiente di assorbimento del
donatore, un rapporto fra numero di donatori ed accet-
tori sbilanciato verso il primo, elevata stabilita chimi-
ca e fotochimica, ma soprattutto un elevato grado di
organizzazione spaziale, temporale ed energetica. In
particolare, |'energia dello stato eccitato dell’accettore
deve essere uguale o inferiore a quella del donatore e
le due specie devono essere a distanze ed orientazioni
relative tali da massimizzare i processi di trasferimen-
to energetico allo stato eccitato. Il vantaggio fornito da
tale approccio risiede nella possibilita di sfruttare come
donatore un numero elevato di specie con elevato co-
efficiente di assorbimento in diverse zone dello spettro
UV-Visibile, incrementando in questo modo la percen-
tuale di luce assorbita e di conseguenza la brillantezza
della specie accettrice.

Nel nostro caso |"accettore e appunto il nanocristallo,
mentre il donatore, detto anche sensibilizzatore, puo
essere scelto in una vasta gamma di fluorofori organici
e organometallici, in base alle proprieta ottiche e fun-
zionali di interesse [13].

Come primo prototipo di sensibilizzatore il nostro
gruppo ha rivolto la propria attenzione sul pirene. Il
pirene € un fluoroforo organico in grado di assorbire

nella regione del vicino ultraviolet-
to (A, =330 nm, 345 nm) ed emet-
tere nel visibile con una colorazio-
ne blu-azzurra (A =400-450 nm).
Tale fluoroforo & noto per I'ottima
stabilita termica e sotto irradiamen-
to, la buona solubilita in solventi
organici, il rendimento quantico
relativamente elevato e la forma-
zione controllata di dimeri allo sta-
to eccitato (denominati eccimeri).
La funzionalizzazione dei nanocri-
stalli di silicio con derivati pirenici
e stata effettuata previa prepara-
zione di diversi derivati alchenici
composti dal gruppo funzionale,
una catena alchilica, e il cromofo-
ro stesso [14, 15]. Come anticipato
in Fig. 1, nello studio effettuato sono stati preparati due
derivati pirenici dotati di catene alchiliche di diverse
lunghezze, al fine di studiare |'effetto della variazio-
ne della distanza fra donatore organico ed accettore
inorganico nel processo di trasferimento di energia. La
reazione di funzionalizzazione, inoltre, & stata effettua-
ta in presenza di un secondo legante, |"1-dodecene, il
quale ha la funzione di passivare i siti reattivi della su-
perfice del nanocristalli che non abbiano reagito con
il legante cromoforico, limitando cosi la possibilita di
ossidazione del nucleo siliceo e incrementandone la
solubilita in solventi organici. Il numero di leganti per
particella e stato ottenuto mediante analisi spettrofoto-
metrica ed & compreso fra 3 e 8 unita per le particel-
le da 3 nm, mentre fra 50 e 60 unita per quelle da 5
nm. Come riportato in precedenza, |'elevato numero
di leganti organici per nanocristallo € un fattore fon-
damentale per ottenere |'amplificazione necessaria ad
ottenere un sistema antenna.

Come riportato in Fig. 3, |'efficienza di trasferimen-
to energetico, o sensibilizzazione, si e rivelata essere
dipendente sia dalle dimensioni dei nanocristalli che
dalla lunghezza del ponte alchilico fra donatore e ac-
cettore. Incrementando le dimensioni del nucleo cri-
stallino da 3 a 5 nanometri ¢ stato infatti osservato un
calo dell’efficienza di sensibilizzazione vicino al 35%.
Certamente piu interessante e pero la dipendenza della
costante di trasferimento di energia in funzione della
catena alchilica. Indipendentemente dalle dimensioni
del nanocristallo, infatti, la resa di trasferimento subisce
un forte calo all’aumentare del numero di unita carbo-
niose che compongono il ponte alchilico, precisamen-
te da 3 a 11 atomi di carbonio. Inoltre, la maggiore
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Fig. 3 - a) Rappresentazione schematica del processo di sensibilizzazione di nanocristalli di

silicio a carico di derivati pirenici e b) relativa caratterizzazione fotofisica consistente in spettri

di assorbimento (a) ed emissione (b) di nanocristalli aventi diametro medio pari a 3 nm. Inblu e
verde sono rispettivamente riportati gli spettri di confronto di nanocristalli di silicio funzionalizzati
dodecene e una miscela di legante libero e nanocristalli di silicio funzionalizzati dodecene,
isoassorbente al campione di interesse (in rosso). Immagine riadattata con autorizzazione da [15]

lunghezza della catena alchilica ha permesso la forma-
zione di eccimeri del legante poiché I'unita pirenica
risulta essere libera di interagire con altre unita legate
allo stesso nanocristallo, mentre cid non avviene nel
caso del legante con catena alchilica pili corta a causa
dell’ingombro sterico dovuto al legante passivante.
Questo studio ha quindi dimostrato per la prima volta
come sia possibile controllare la fotofisica dei nano-
cristalli di silicio attraverso la funzionalizzazione con
diverse unita fotoattive, sfruttando processi di trasferi-
mento di energia e ottenendo un incremento di brillan-
tezza complessiva fino ad oltre il 300%.

Benché tali risultati abbiano dimostrato la possibilita di
sfruttare processi di trasferimento di energia per ottene-
re sistemi antenna in grado di raccogliere e focalizzare
la luce assorbita dai leganti organici sul cuore inorgani-
co, l'intervallo spettrale di assorbimento di tale legante
risiede nel vicino ultravioletto. Essi hanno quindi scarso
interesse per I'utilizzo per applicazioni di conversione
di luce solare, poco intensa in questa zona dello spet-
tro, e in ambiente biologico, dove i tessuti sono noti
essere tipicamente non trasparenti. Per questo motivo,
lo studio di processi di sensibilizzazione di nanocristal-
li di silicio con cromofori dotati di un buon coefficiente
di assorbimento nel visibile & certamente fonte di inte-
resse. Ad esso bisogna aggiungere |'interesse per specie
luminescenti dotate di uno spettro caratteristico nel vi-
cino infrarosso e tempi di vita di emissione elevati, per

applicazioni di bioimaging. Per
tali scopi e infatti importante
che la luce sia in grado di rag-
giungere la specie emittente ed
essere nuovamente trasmessa
al rivelatore; € quindi necessa-
rio che sia l’assorbimento che
la  luminescenza avvengano
nella finestra di maggior tra-
sparenza per i tessuti biologici,
situata nell’intervallo fra 600
e 1000 nm [16]. Un'ulteriore
vantaggio, in termini di rappor-
to segnale-rumore, puo essere
ottenuto filtrando il contributo
al segnale complessivo fornito
dalla luminescenza delle spe-
ciebiologiche, detto auto-lumi-
nescenza. Essa e caratterizzata
da tempi di vita brevi, essendo
dovuta a un meccanismo di
fluorescenza, di conseguenza
per evitarne la rivelazione e
vantaggioso lavorare imponendo un ritardo alla rive-
lazione del segnale di luminescenza della sonda [17].
Perché vi sia un buon segnale € quindi necessario che
la sonda sia dotata da tempi di vita di luminescenza
di ordini di grandezza superiori a quelli tipici dell’au-
to-luminescenza, dell’ordine di pochi nanosecondi.
L'insieme di queste proprieta puo essere raccolto in una
singola specie attraverso la funzionalizzazione di cri-
stalli di silicio con Zn(ll) tetrafenilporfirine [18], dotate
di uno spettro di assorbimento caratterizzato da due
bande intense centrate rispettivamente a 426 and 560
nm e uno spettro di emissione piccato attorno a 605
nm. In questo caso, contrariamente a quanto accadeva
nei nanocristalli funzionalizzati pirene, la funzionaliz-
zazione di nanocristalli con diametro pari a 3 nm e di
scarso interesse fotofisico, a causa della sovrapposizio-
ne delle bande di luminescenza di porfirina e nanocri-
stallo (670 nm). Al contrario, essa risulta essere decisa-
mente piu interessante se effettuata su nanocristalli di
dimensioni superiori, attorno ai 5 nm, i quali emettono
tipicamente nel vicino infrarosso, attorno a 950 nm.

In tal caso e infatti stata dimostrata la possibilita di tra-
sferire con un’efficienza di circa il 50% l’energia as-
sorbita dal legante porfirinico nella regione spettrale
visibile al nucleo di silicio, dove il nanocristallo ha un
coefficiente di assorbimento trascurabile (Fig. 4b).

Il tempo di vita di luminescenza del nanocristallo fun-
zionalizzato é stato osservato essere inferiore rispetto a

<
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Fig. 4 - a) Rappresentazione schematica del processo di sensibilizzazione di nanocristalli di silicio
a carico di derivati porfirinici e b) relativa caratterizzazione fotofisica consistente in spettri di
assorbimento (linee continue) ed emissione (linee tratteggiate) ottenuti eccitando a A =426 nm.
In blu e verde sono rispettivamente riportati gli spettri di confronto di nanocristalli di silicio
funzionalizzati dodecene e miscela di legante libero e nanocristalli di silicio funzionalizzati

dodecene, isoassorbente al campione di interesse (in rosso).
Immagine riadattata con autorizzazione da [18]

quello del nanocristallo di confronto, rispettivamente
pari a 100 e 140 ps. Allo stesso modo, anche la resa
quantica di emissione del nanocristallo stesso e affet-
ta dalla presenza del legante porfirinico, indicando la
possibilita che vi sia I'insorgenza di un nuovo cammi-
no non radiativo dovuto alla presenza di processi di
trasferimento elettronico o alla presenza di stati trappo-
la superficiali. Benché non sia possibile discernere fra
i diversi contributi, cio indica come sia fondamentale
una comprensione profonda dell’energetica del siste-
ma antenna, in termini di energia degli stati come an-
che di potenziali redox, al fine di poter minimizzare
effetti deleteri sulle proprieta di emissione del cristallo
stesso.

Processi di trasferimento di energia

ed elettroni fotoindotti

Lo studio dei processi di sensibilizzazione di nanocri-
stalli di silicio ha una particolare rilevanza soprattutto
ai fini dell’effettiva applicazione in processi di con-
versione di energia solare. Una volta compreso come
incrementare la quantita di energia assorbita dai na-
nocristalli, I'ovvio quesito che ne deriva &: come estrar-
re I'energia accumulata dal nanocristallo mediante
Iassorbimento di luce e incanalarla secondo le nostre
necessita? Cio infatti puo avvenire sfruttando I’elevato
contenuto energetico dello stato eccitato, detto anche
eccitone, caratterizzato da una separazione di cariche
all'interno del nanocristallo. Esso puo trasferire tali ca-
riche a un determinato accettore, o agire a sua volta
come sensibilizzatore attraverso un secondo processo
di trasferimento di energia. La probabilita che avvenga
uno di questi processi dipende in primis dalla specie

messa in contatto con il nano-
cristallo stesso, la quale puo
essere in grado di subire solo
uno dei processi descritti. Essa
e pero affetta anche dalle spe-
cifiche proprieta elettroniche
dei nanocristalli, quali i poten-
ziali redox dello stato eccitato,
I'energia e la molteplicita dello
stesso, e il coefficiente di tra-
smissione elettronica per i tra-
sferimenti di carica.

Queste proprieta sono per lo
pill sconosciute per i nanocri-
stalli di silicio, di conseguenza
una parte considerevole della
nostra attivita ha riguardato
proprio la comprensione e lo
sfruttamento di questi processi fotoindotti per I'appli-
cazione di questa classe innovativa di nanocristalli per
la conversione di energia.

In un primo momento la nostra attenzione ha riguarda-
to i processi fotoindotti fra nanocristalli di silicio e allo-
tropi del carbonio [15], fra cui fullerene C,,, nanotubi
di carbonio e grafene ricoprono un ruolo fondamentale
nello sviluppo di materiali innovativi per I'elettronica e
il solare.

Tali specie presentano proprieta elettroniche differen-
ti senza variare la composizione del materiale stes-
so, carbonio ibridizzato sp? in tutti i casi. Essi infatti
si possono comportare come materiali semiconduttori
(nanotubi di carbonio a singolo wall), conduttori (gra-
fene e ancora nanotubi) o avere spiccate proprieta di
elettron-accettore (C,). In tutti i casi, benché il proces-
so fotoindotto a queste specie di maggiore interesse
consista nel trasferimento di carica, vi pud essere la
contemporanea presenza di processi di trasferimento
di energia.

Per questo motivo la nostra attenzione si € rivolta allo
studio dell’influenza dell’interazione fra nanocristalli di
silicio e tali allotropi di carbonio sulle proprieta fotofi-
siche dei nanocristalli stessi. Tale studio e stato condot-
to sui nanocristalli funzionalizzati con leganti pirenici
al fine di promuoverne I'interazione con gli allotropi di
carbonio grazie alla nota formazione di legami non-co-
valenti di tipo = fra pirene a superfice degli stessi.
'aggiunta degli allotropi di carbonio a soluzioni di na-
nocristalli, ove possibile, ovvero nel caso di fullerene
C,, € nanotubi, ha in tutti i casi provocato uno spegni-
mento della luminescenza dovuto all’insorgere di un
nuovo cammino non radiativo di decadimento dello
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stato eccitato, consistente con
la presenza di fenomeni di tra-
sferimento di carica o energia
da questo stato all’allotropo.
Nel caso del fullerene, questo
spegnimento & stato verifica-
to essere dinamico, ovvero ri-
sultante dall’interazione di un
nanocristallo allo stato eccitato
e il C,, senza pre-associazio-
ne allo stato fondamentale. II
meccanismo opposto € stato
invece osservato in presenza di
nanotubi di carbonio, dove la
presenza del legante pirenico
garantisce una forte interazione
in soluzione e la conseguente
decorazione dei nanotubi con
i nanocristalli stessi, come dimostrato mediante mi-
croscopia elettronica in trasmissione. E stato possibile
inoltre determinare che lo spegnimento dovuto all’in-
terazione con C_ € in parte dovuto a trasferimento di
energia allo stato di tripletto dell’allotropo, mentre non
e stato possibile determinare la natura della restante
componente benché, alla luce di misure successive, si
possa affermare che molto probabilmente essa sia do-
vuta a processi di trasferimento di elettroni.

Infine abbiamo studiato la fotofisica di nanocristalli di
silicio depositati su superficie di grafene. Mediante mi-
croscopia a fluorescenza e stato possibile nuovamente
determinare un sensibile calo della luminescenza dei
nanocristalli sulla superficie della membrana di grafe-
ne depositata mediante tecnica di deposizione chimica
in fase vapore (Fig. 5). Ancora una volta perd non e sta-
to possibile determinare la natura di tale spegnimento
data Iassenza di segnali specifici rilevabili. Nonostante
quindi il grande interesse nell’interazione fra nanocri-
stalli di silicio e allotropi di carbonio per Iapplicazione
in celle solari e photodetector, lo studio delle proprieta
fotofisiche non ha permesso di determinare con cer-
tezza se vi sia un processo di trasferimento di carica
generato dallo stato eccitato dei nanocristalli. Benché
infatti in tutti i casi sia stata determinata una rilevante
interazione fotofisica, la possibilita di una simultanea
presenza di processi di trasferimento di carica ed ener-
gia ne rende impossibile il discernimento.

Per questo motivo e stata studiata 'interazione fotofi-
sica dei nanocristalli di silicio con molecole organi-
che note per le proprieta elettron-donatrici o accettrici
[19]. Per tali molecole ¢ infatti possibile escludere la
presenza di processi di trasferimento di energia a cau-

Fig. 5 - a) Spettri di emissione nell’intervallo tipico dei nanocristalli di silicio

(3 nm) registrati rispettivamente all’interno dell’area ricoperta da membrana di grafene (rosso) e
su supporto di riferimento in quarzo (nero); b) immagine di microscopia a fluorescenza centrata
su un bordo della membrana di grafene sulla cui superfice sono stati depositati i nanocristalli

di silicio e relativo profilo di intensita all’interfaccia grafene-substrato di quarzo. Immagine
riadattata con autorizzazione da [15]

sa della mancanza di sovrapposizione spettrale dei
nanocristalli, indipendentemente dalla molteplicita di
spin. In particolare, diversi chinoni sostituiti sono stati
utilizzati come accettori di elettroni con potenziale di
riduzione variabile a seconda dei sostituenti sull’anello
chinonico, mentre ferroceni derivati sono stati utilizzati
per testare la via di spegnimento ossidativa. Anche in
questo caso, all’aggiunta degli accettori o dei donatori
organici, € stato verificato uno spegnimento dell’emis-
sione dei nanocristalli, la cui entita, valutabile sotto
forma della costante di spegnimento, & stata posta in
funzione del potenziale di riduzione dell’accettore.

In Fig. 6b e possibile riconoscere I'andamento tipico dei
processi di trasferimento elettronico limitati dalla diffu-
sione, i quali sono stati interpretati secondo la teoria di
Marcus. In primo luogo, cio ha permesso di dimostrare
per la prima volta e in modo rigoroso, I'occorrenza di
processi di trasferimento di carica fotoindotti da nano-
cristalli di silicio ad accettori organici.

In aggiunta, la trattazione di Marcus é stata utilizzata
per effettuare una stima della posizione delle bande
di valenza e conduzione dei nanocristalli, riportata in
Fig. 6¢. Tale proprieta € in genere piuttosto semplice da
definire per i semiconduttori bulk, mediante tecniche
di ciclovoltammetria. Al contrario, la loro determina-
zione ha finora comportato una serie di complicazioni
in soluzioni di nanoparticelle degli stessi semicondut-
tori, in particolare se la superfice degli stessi & passiva-
ta con uno strato di molecole organiche generalmente
isolanti, come nel nostro caso I'1-dodecene. Lo studio
sistematico dei processi di trasferimento elettronico fo-
toindotti ha quindi permesso di ottenere informazioni
di fondamentale importanza riguardo I'energetica di
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Fig. 6 - a) Rappresentazione schematica dei processi di trasferimento elettronico fotoindotto da
nanocristalli di silicio ad accettori organici in soluzione; b) grafico riportante i valori di costante
di spegnimento ottenuti mediante titolazione spettrofluorimetrica di nanocristalli da 3 nm

con diversi derivati chinonici in funzione del potenziale di riduzione dell’accettore organico;

) diagramma energetico riportante la posizione delle bande di valenza e conduzione dei
nanocristalli di silicio da 3,2 e 5,0 nm. Esse sono state ottenute mediante analisi di Marcus delle
curve ottenute mediante fitting delle costanti di spegnimento riportate ad esempio in figura b).

Immagine adattata con autorizzazione da [19]

tali nanocristalli, aprendo la strada all’utilizzo di tali
materiali in celle solari e photodetector, come anche in
processi di fotocatalisi organica ed inorganica.

Conclusioni

In questo articolo sono riportati i principali avanzamen-
ti condotti dal nostro gruppo nello studio dei processi
di conversione di energia in nanocristalli di silicio fun-
zionalizzati con cromofori organici. Abbiamo mostrato
I'efficacia di tale approccio al fine di incrementare le
proprieta intrinseche di assorbimento e luminescenza
dei nanocristalli stessi mediante funzionalizzazione
con derivati pirenici e porfirinici.

Sono stati inoltre studiati in modo approfondito per la
prima volta i processi di trasferimento energetico ed
elettronico dai nanocristalli stessi ad accettori organici
ed allotropi di carbonio, dimostrando la possibilita di
sfruttare I"energia accumulata all’interno del nucleo di
silicio mediante tali processi e schiudendone quindi le
possibilita di utilizzo all’interno di dispositivi fotovol-
taici ed optoelettronici. In prospettiva futura, riteniamo
di fondamentale importanza lo sviluppo di nanocristal-
li solubili in ambiente acquoso e bio-compatibili me-
diante la funzionalizzazione con leganti polari, come
anche il design di leganti in grado di influenzare positi-
vamente fenomeni di trasferimento di carica dai nano-
cristalli ad accettori esterni.
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Silicon Nanocrystals: a Functional Platform

for Construction of Hybrid Nano Structures

For Energy Conversion

The present paper is summarizing the research activity
carried out by our group on the investigation of energy
conversion processes performedby silicon nanocrystals
functionalized with photoactive molecules, for the ap-
plication in photovoltaic and optoelectronic devices.
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PROCESSI FOTOCATALITICI
VIA ANIONE DECATUNGSTATO
PER LA SINTESI ORGANICA

Questo articolo riporta gli sviluppi pit recenti sull’uso dell’anione decatungstato
[W,,0,,I" come fotocatalizzatore in sintesi organica, ponendo particolare enfasi
sulla peculiare via di attivazione che questo derivato é in grado di offrire:

il trasferimento di atomo di idrogeno (Hydrogen Atom Transfer - HAT).

di interesse avvenga in maniera semplice e selettiva.
Spesso questa strategia rende inoltre necessaria la
presenza di derivati organometallici tossici, quali gli
organo-stagno, al fine di promuovere il processo ra-
dicalico desiderato (Schema 1, via a). Un approccio

R-H
FGA  FGA ’ HAT  HAT
l c d
R x* PC
Y
& [
R-Z 0>_ hv
b Ny N
N2 X-H |\ PC-H
La generazione di intermedi altamente reattivi in a co
condizioni blande & un tema di ricerca di grande O kel
attualita in sintesi organica, anche a fronte della cre-
scente importanza che i principi generali della Chi- ¢
mica Verde hanno assunto in questo campo. L'impie-
go di specie radicaliche, ad esempio, risulta compa- —» PRODOTTO
tibile con un’ampia gamma di gruppi funzionali ed
evita il ricorso a passaggi di protezione/deprotezione — Legame DEBOLE
indesiderati, solitamente richiesti nelle reazioni ba- — Legame FORTE
sate su meccanismi di tipo ionico. Z=Br, 1, SeR, ...

La principale problematica delle reazioni radicali- R’ = Radicale al CARBONIO
che e legata alla necessita di impiegare substrati at- _ .
tivati aventi un legame debole R-Z (ad esempio C-I, PC = Fotocatalizzatore

C-Br o C-Se), per cui la generazione dell’intermedio ' schema 1- Metodi per la generazione di un radicale al carbonio (R)

@ LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO'I | N°2 | MARZO/APRILE 2017



simile coinvolge legami labili N-O, come nel caso
degli esteri di Barton (Schema 1, via b). Un’alterna-
tiva pit appetibile consisterebbe nella rottura omoli-
tica diretta di un legame C-H tramite il trasferimento
di un atomo di idrogeno (Hydrogen Atom Transfer
- HAT). In questo modo, infatti, non vi sarebbe la ne-
cessita di convertire preliminarmente il legame C-H
da rompere in uno piu reattivo tramite l’aggiunta di
un gruppo funzionale (Functional Group Addition -
FGA). Data l'elevata forza del legame C-H, tuttavia,
tale processo di HAT risulterebbe percorribile solo
tramite |'intervento di una specie altamente reattiva,
tipicamente un altro radicale (ad esempio X* nello
Schema 1, via c). Nel processo risultante, I'energia
necessaria a rompere il legame C-H verrebbe cosi
controbilanciata dalla formazione di un legame X-H
altrettanto forte. Questo approccio ha dato vita ad
una famiglia di processi basati sull'impiego di pe-
rossidi. Questi, nelle condizioni di reazione, gene-
rano radicali di tipo alcossi (X* = R-O°) in grado di
promuovere efficientemente il passaggio di HAT de-
siderato. Bisogna tuttavia sottolineare come spesso
questi metodi richiedano I'impiego di un eccesso di
perossido (in alcuni casi, esplosivo) e alte tempera-
ture [1].

Le reazioni fotocatalitiche, una particolare classe di
reazioni fotochimiche, potrebbero rappresentare la
soluzione ideale. Questi processi prevedono infat-
ti 'intervento di un fotocatalizzatore (PC), respon-
sabile dell’assorbimento della radiazione luminosa
e, una volta nello stato eccitato, dell’attivazione dei
substrati [2]. Ad ogni ciclo catalitico, PC interagisce
con i partner di reazione, promuovendo la genera-
zione di intermedi reattivi e venendo in ultima istan-
za ripristinato allo stato originale. In seguito all’as-
sorbimento di un fotone, il fotocatalizzatore puo
quindi interagire con i substrati attraverso un trasfe-
rimento elettronico (Electron Transfer - ET), oppure
un trasferimento di atomo di idrogeno (HAT; Schema
1, via d). Negli ultimi anni vi € stata una vera e pro-
pria esplosione di interesse nei confronti dei processi
di tipo ET, con I'impiego di complessi a base di Ru
o Ir (come Ru'(bpy),** o I'(ppy),; bpy = 2,2’-bipiri-
dina; ppy = 2-fenilpiridina), come pure di coloranti
organici (Eosina Y, Blu di metilene) o semiconduttori
(C,N,), nel ruolo di fotocatalizzatori. Questa area di
ricerca € oggi nota come “photoredox catalysis” [3].
Al contrario, lo sviluppo di processi fotocatalitici
che coinvolgono l'attivazione dei substrati attraver-
so un fenomeno di tipo HAT & fortemente limitato
dal numero esiguo di fotocatalizzatori in grado di

operare secondo questo meccanismo. Finora solo
poche specie organiche (chetoni aromatici) e inor-
ganiche (poliossometallati, quali I’anione decatung-
stato [W, O,,1*, o il catione uranile [UQZ]“) si sono
dimostrate efficaci in questi processi. E importante
sottolineare come tutti gli esempi sopra riportati pre-
sentino una caratteristica comune, ovvero la presen-
za di un sito di formula generale X=0O (con X=C, W,
U), che nello stato eccitato assume un carattere par-
zialmente radicalico sull’atomo di ossigeno, confe-
rendo alla molecola una reattivita simile a quella di
un alcossi radicale (X-O*), prototipo degli H-estratto-
ri [1]. La reattivita di tipo HAT dei chetoni aromatici
(benzofenone, antrachinone, fluorenone...) & nota da
lungo tempo, tuttavia questi composti presentano in
alcuni casi degli svantaggi, tra cui lo scarso turn-over

Fig. 1 - a) Struttura dell’anione decatungstato (in blu sono indicati
gli atomi di tungsteno e in rosso quelli di ossigeno); b) spettro di
assorbimento di due soluzioni (1¢10-* M, linea nera; 210 M,
linea rossa) di TBADT in acetonitrile

2.0
—— TBADT, 1x10* M

b) | ——TBADT, 2x10° M
)

154

Absorbance
°

Q
w
L

0.0 ; .
250 300 350
Wavelength [nm]
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LA CHIMICA E U'INDUSTRIA online | ANNO'| | N°2 | MARZO/APRILE 2017 @



CHIMICA & FOTOCHIMICA

[W10032]*
ISC
m TMeCN =
50-60 ns
hv Substrato
Organico
. 2X
Wisithel® (H') W1g035]" ——
10U32

Schema 2 - Eventi coinvolti nell’eccitazione dell’anione decatungstato

number (TON), la necessita di un impiego in quan-
tita elevata e le complesse procedure di isolamento
del prodotto desiderato.

Fotocatalisi via decatungstato

L'anione decatungstato [W, O, 1*, la cui struttura e
riportata in Fig. 1a, € un cluster inorganico apparte-
nente alla famiglia dei poliossometallati (POM) ed in
genere viene sintetizzato come sale di sodio o di te-
trabutilammonio (TBADT). La preparazione del TBA-
DT e molto semplice ed economica ed & basata sulla
oligomerizzazione a pH controllato di ioni tungsta-
to [WO,]* a dare il derivato [W, O,,]*, seguita da
una precipitazione in presenza di tetrabutilammonio
bromuro. Il sale risultante si presenta come solido
bianco, perfettamente solubile in solventi organici
polari, come ad esempio I'acetonitrile. Lo spettro di
assorbimento di questo fotocatalizzatore presenta
una banda caratteristica a 324 nm (¢ ,,, = 14.100
MT-cm™) e nelle condizioni di lavoro (tipicamente
1-5-10° M) interessa 'intera zona UV, estendendosi
fino a 400 nm, a ridosso del visibile.

Gli eventi che interessano |"anione decatungstato in
seguito ad assorbimento di un fotone sono stati stu-
diati dettagliatamente, anche con l'aiuto di tecniche
spettroscopiche risolte nel tempo (Schema 2). Lir-
raggiamento di questo cluster porta alla popolazione
di uno stato eccitato caratterizzato da una transizio-
ne di tipo LMCT (Ligand-to-Metal Charge Transfer):
la densita elettronica si sposta infatti da un orbita-
le localizzato sugli ossigeni a ponte verso i centri
metallici. Questo primo stato eccitato non ¢ tutta-
via responsabile della reattivita osservata, in quanto
evolve in poche decine di ps attraverso un processo
di Inter-System Crossing (ISC) ad uno stato di triplet-

[W10035]*

[W1003]%

to. Tale stato, denominato in letteratura
come wO, e caratterizzato da un tempo
di vita di circa 50-60 ns in acetonitrile ed
e 'effettivo responsabile dellattivazione
dei substrati organici tramite ET oppure
HAT. In seguito all’interazione con il de-
rivato organico, si ha la formazione della
specie monoridotta (H")[W, O,,]*>, che
disproporziona a dare il cluster originale
[W,,O,,1* e la forma bi-ridotta [W, O,,1*
[4].

| primi dati relativi all’attivita fotocatali-
tica dell’anione decatungstato risalgono
agli anni Ottanta-Novanta e hanno evi-
denziato la sua efficacia nell’attivazione
di una vasta gamma di composti organici
tramite un processo di HAT. A partire da queste pri-
me evidenze sperimentali, sono state poi riportate
svariate applicazioni sintetiche volte alla costruzio-
ne di legami C-C, C-N, C-F, nonché alla promozione
di reazioni di ossidazione o ancora alla degradazio-
ne di inquinanti organici [5].

[l laboratorio di Pavia & attivo da diversi anni su que-
sto filone di ricerca ed e impegnato nell’applicazio-
ne del TBADT per l'attivazione di legami C(sp’)-H
in alcani, alcoli, eteri, acetali, cicloalcanoni e nitrili
alifatici, nonché C(sp?)-H in aldeidi alifatiche e aro-
matiche, o Si-H in silani trisostituiti [6]. L'approccio
fotocatalitico permette la formazione di una vasta

R-H=
R-H H

( [W4O30]* é\ O/

O

H

[\"\"10‘:’3?_]4 HW10Os1" [)_
- ) ‘R \/\\ 0 H

EWG

P N J

ATOM ECONOMY:
100%

Schema 3 - Ciclo fotocatalitico del TBADT. EWG:
Gruppo elettron-attrattore
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gamma di radicali, che sono poi
sfruttati in reazioni di addizione
coniugata su olefine elettron-pove-
re (Schema 3). Il radicale addotto

be
risultante dall’addizione sul doppio |

legame fornisce il prodotto deside-
rato tramite un processo di back-
HAT, risultando in un processo ca-
ratterizzato da una Atom Economy
del 100% e permettendo al con-
tempo la chiusura del ciclo catali-

5 equiv.

TBADT (2 mol%),

O
bod
MeCN, 3-5 giorni Ph™ 5 o
é,Ph

Schema 4 - Funzionalizzazione regioselettiva del ciclopentanone

tico (linea tratteggiata, Schema 3).

Tra i valori aggiunti di questo foto-
catalizzatore, vi e la possibilita di
sfruttare la luce solare. Il processo
puod essere cosi condotto sempli-
cemente esponendo la miscela di
reazione posta in un contenitore
di vetro (vedi foto di apertura) sul
davanzale di una finestra (Schemi 4

e 5). In questi anni sono stati messi
COOMe

COOMe 68%
0
HJ\ Ny ~coome
| COOMe 61%

O\)\fcoom

a punto diversi protocolli di sintesi [
basati su questa chimica. Le reazio-

ni sono state condotte in presenza
di una quantita catalitica di foto-
catalizzatore (2-4 mol%) e hanno
richiesto tempi di irraggiamento di
pochi giorni (8 ore/giorno), anche
con cielo nuvoloso [6].

Lo stato reattivo wO del catalizza-
tore ha un forte carattere elettrofilo
e mostra una spiccata preferenza
nei confronti dei legami C-H nu-
cleofili. Di conseguenza, nel caso
del ciclopentanone si osserva |"atti-
vazione selettiva del legame C-H in 0
posizione B (piu forte, in verde nel- CeHig~ H
lo Schema 4), rispetto a quello in a
(piti debole, in rosso), a causa degli
effetti polari esercitati dal gruppo
carbonilico. Il radicale risultante &
stato quindi sfruttato in reazioni di addizione coniu-
gata su una varieta di olefine elettron-povere, tra cui
chetoni, nitrili o solfoni a,pB-insaturi (Schema 4) [6].
Altri esempi riguardano il dimetil maleato, spesso
usato come olefina elettron-povera di riferimento,
che e stato funzionalizzato in presenza di una sva-
riata gamma di donatori di idrogeno, quali cicloe-
sano, DMF e 1,4-diossano, a dare i corrispondenti
derivati idroalchilati in buone rese (50-70%). Come
nel caso del ciclopentanone, anche I'isocapronitrile

COOMe

dalla luce solare

TBADT (2 mol%),
MeCN, 2-9 giorni

COOMe 52%
NC COOMe
COOMe  ga0,
o]
CgH13 COOMe
COOMe 90%
| -
Si
Ph COOMe
COOMe 70%
YV
.CO,iPr %og\‘ 0
N Lk CoHis—¢
N N—NH
iPrO,C” TBADT (2 mol%), : ¢ N
MeCN, 2 ore .'PFOEC COEJPF
76%

Schema 5 - Applicazioni sintetiche della fotocatalisi via TBADT promosse

e stato attivato selettivamente sulla posizione meti-
nica e ha dato il corrispondente addotto in buone
rese (62%; Schema 5). Le aldeidi alifatiche rappre-
sentano il substrato d’elezione per il decatungstato
e permettono di ottenere chetoni asimmetrici come
prodotto finale. Nel caso dell’eptanale, ad esempio,
e stato possibile utilizzare una soluzione (100 mL)
quasi equimolare dei due reagenti a concentrazione
elevata (0,5 M), portando all’isolamento del prodotto
di idroacilazione con un’ottima resa (90%) e su una
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TBADT (5 mol%)

O>_H hv (LED UV - 365 nm) &
o Acido benzoico (40 mol%)
¥ TBABF, (1 equiv.) d o)
MeCN, 35 °C ol D
(0]

75% (e.e. 93%)

iPr.

iPr
Schema 6 - B-Alchilazione enantioselettiva di enoni attraverso
un approccio combinato fotocatalisi/organocatalisi

scala di ca. 10 g (Schema 5) [6]. Oltre ai legami C-H,
il TBADT ¢ in grado di attivare anche altri tipi di lega-
mi, come il legame Si-H. Il dimetilfenilsilano e stato
quindi impiegato per la idrosililazione del dimetil
maleato in buone rese. Anche in questo caso, I'atti-
vazione e stata selettiva e ha riguardato il solo lega-
me Si-H, senza interessare i gruppi metilici (Schema
5) [6]. La fotocatalisi solare via decatungstato é stata
impiegata inoltre per la formazione di legami C-N
attraverso intrappolamento dei radicali fotogenerati
con un azoderivato, come il diisopropil azodicar-
bossilato (DIAD). Nel caso della reazione tra eptana-
le e DIAD, il prodotto desiderato e stato ottenuto con
brevi tempi di irraggiamento (2 ore), anche grazie al
marcato carattere elettrofilo della trappola impiegata
(Schema 5) [6].

L'elevata versatilita del decatungstato e dimostrata
anche dalle sue molteplici applicazioni. Nel campo
dei nanomateriali, ad esempio, il TBADT ha permes-
so l'addizione dei radicali generati tramite H-estra-
zione da catene di polietilenglicole (PEG) su nano-
tubi al carbonio, sempre tramite irraggiamento con
luce solare. La funzionalizzazione della superficie
dei nanotubi con catene a base di PEG (PEGilazione)
ha cosi permesso di ottenere un materiale caratteriz-
zato da una migliore disperdibilita in acqua [6].

Il laboratorio di Pavia, in collaborazione con altri
gruppi di ricerca internazionali, ha esplorato la pos-

Giappone), incentrata sulla messa a punto di pro-
cessi multi-componente in presenza di CO e basata
sulla spiccata reattivita del monossido di carbonio
nei confronti degli intermedi radicalici [7]. Insieme
al gruppo del prof. Melchiorre (ICIQ, Tarragona, Spa-
gna), e stato invece sviluppato un metodo sintetico
per la formazione di carboni quaternari asimmetri-
ci (eccessi enantiomerici fino al 97%; Schema 6) a
partire da 1,3-benzodiossolo ed enoni B-sostituiti in
presenza di TBADT e un’ammina primaria chirale,
rispettivamente, nel ruolo di foto- e organo-cataliz-
zatore [8].

Un altro importante sviluppo, questa volta incentrato
sull’ottimizzazione del processo fotocatalitico, € in-
teso all’adattamento delle vie sintetiche riportate in
condizioni di flusso. Questa tematica ha conosciu-
to un’ampia diffusione solo in tempi relativamente
recenti, ma ha subito trovato nella fotochimica un
campo di applicazione privilegiato. Nei reattori
impiegati a tale scopo, la soluzione contenente la
miscela di reazione fluisce all’interno di tubi di ma-
teriale, diametro e lunghezza variabili. Il diametro
interno (D) denota le tipologie di reattore, che si di-
stinguono in micro-reattori (D<1 mm) oppure me-
so-reattori (D>1 mm). La scelta del materiale & det-
tata dal tipo di processo, per cui l'attenzione viene
focalizzata sulla resistenza chimica e/o meccanica
e, nel caso delle reazioni fotochimiche, sulla tra-
sparenza alla radiazione impiegata; materiali tipici
sono, ad esempio, polimeri fluorurati, quali il PFA
(perfluoroalkoxyalkane), il FEP (fluorinated ethylene
propylene) o il PTFE (polytetrafluoroethylene).

Uno dei principali vantaggi associati alla fotochi-
mica in flusso, tale da giustificare I’assemblaggio di
reattori dedicati, consiste nella drastica diminuzione
dei tempi di reazione. Questo aspetto € legato ad
una migliore penetrazione della radiazione elettro-
magnetica all’interno dei canali del reattore, che ne
consente uno sfruttamento piu efficace. In particola-
re, presso il nostro laboratorio sono stati sviluppati
nel corso degli anni due meso-reattori concettual-
mente analoghi, ma differenti nelle caratteristiche
tecniche, come si evince dalla Tab. 1.

sibilita di combinare la
chimica via decatung-
stato ad altri approcci
sintetici. Un esempio
riguarda la collabora-

Materiale tubi

Volume reattore [mL]

Diametro esterno/interno tubi [mm]

Flusso 1 Flusso 2
PTFE FEP
1,6/1,3 3,18/2,1
12 50

zione con il gruppo . . .
del prof. Ryu %Oszpka Sorgente radiazione Lampada vapori Hg 125 W Lampada vapori Hg 500 W
Prefectu r.e Unive I‘Sity Tab. 1 - Caratteristiche tecniche dei due meso-reattori fotochimici assemblati
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cessario a garantire una velocita di flusso costante
all’interno dei tubi (Fig. 2).

Uidroacilazione del dimetil maleato da parte dell’ep-
tanale & stata impiegata come reazione modello
(Schema 7) per valutare come i parametri del proces-
so vengano modificati nel passaggio dalla modalita
in batch (si consideri ad esempio I'alternativa ripor-
tata nello Schema 4) a quella in flusso (cfr. alternati-
ve inTab. 1) [10].

Le rese isolate sono in ogni caso soddisfacenti e si at-
testano sul 90% per il batch vs 76-79% nel caso dei
due approcci in flusso. Il panorama cambia drastica-
mente, tuttavia, quando si comparano i due proces-
si attraverso parametri in grado di definirne con piu
accuratezza le prestazioni. In particolare, 'intensita
di massa del processo (PMI, process mass intensity),
grandezza che viene calcolata come la massa di ma-
teriali necessaria per produrre un’unita di massa del
prodotto desiderato, oscilla tra i 10 kg-kg" (per le
modalita batch e “Flusso 2”) e i 20 kg-kg" (per la
modalita “Flusso 1”), evidenziando come questo pa-
rametro non sia strettamente correlabile alle moda-
lita con cui viene condotta la reazione. Al contrario,
parametri come la produttivita, ovvero la quantita di
prodotto sintetizzato nell’unita di tempo, e la resa
spazio-tempo (STY, space-time-yield), intesa come
la quantita di prodotto sintetizzato per unita di volu-
me del reattore per unita di tempo, subiscono degli
incrementi significativi nel passaggio dalla modalita
batch a quella in flusso. Nello specifico, si osserva un
drastico aumento (circa 40 volte) del valore di STY,

Fig. 2 - Immagine del reattore fotochimico di tipo “Flusso 1”

Entrambi i reattori sono ispirati al modello propo-
sto dal prof. Booker-Milburn [9] e sono costituiti da

un segmento di tubo di volume
interno definito, avvolto attorno
alla camicia di raffreddamento
di una lampada a vapori di mer-
curio. Tale camicia puo essere
in materiali differenti, general-
mente in Pyrex o in quarzo, in
funzione del tipo di reazione
coinvolta. Il sistema prevede
inoltre I'impiego di una syringe
pump (0 una pompa HPLC) per
far fluire la miscela di reazione
allinterno del reattore e di un
regolatore di back-pressure, ne-

che arriva ad un valore massimo di 237 mmol-L"-h"!
nel caso del reattore di tipo “Flusso 2” e lo stesso
vale per la produttivita, che si attesta su un valore
massimo di 73,46 g al giorno, sempre per il mede-
simo reattore (Schema 7). Globalmente si ha quindi
un miglioramento delle prestazioni del sistema, a

O
)Ol\ . [COOME TBADT (0.5-2 mol%) )J\/\
> CeH COOMe
CeHiz~ H COOMe MeCN, hv o COOMe

Resa PMI STY Produttivita

[%] [kg kg™"] [mmol L' h"] [g giorno™]
Batch solar 90 8.76 6 1.16
Flusso 1 76 21.50 106 7.92
Flusso 2 79 9.03 237 73.46

Schema 7 - Confronto tra le prestazioni offerte dalla modalita in batch vs quelle
in flusso nell’acilazione del dimetil maleato da parte dell’eptanale

<

LA CHIMICA E U'INDUSTRIA online | ANNO'| | N°2 | MARZO/APRILE 2017 @



CHIMICA & FOTOCHIMICA

conferma dell’effettivo vantag- 5 3 >

gio connesso con l|’adozione j)\ N RICOOR TBADT (1 mol%) o R
dell’approccio in flusso [10]. > 1 3
In unflzollaborazione con |"U- R H R*” "R® MeCN, hv B R4 RS ROk
niversita di Camerino, i sistemi (0.1 mL min™)

cosl ottimizzati sono stati im- NaBH,
plementati per condurre pro- 0.4M in EtOH
cessi multi-step in flusso, quali (0.1 mL min™")
ad esempio la sintesi di y-latt- 5

oni, come illustrato nello Sche- OH R

ma 8. In particolare, la strategia — R COOR3
sintetica prevede di effettuare R RS

una prima acilazione fotocata-

litica di un estere o,B-insaturo

adottando il sistema “Flusso 1”7
a dare un chetoestere interme-
dio. Il tubo in uscita dal reattore fotochimico e stato
quindi miscelato tramite un’opportuna giunzione a
T con una soluzione di sodio boroidruro in etanolo,
cosi da promuovere la riduzione del gruppo carbo-
nilico a dare I'idrossi-derivato corrispondente, che
ha fornito il lattone desiderato attraverso una cicliz-
zazione spontanea (Schema 8) [11].

Conclusioni

La ricerca nel campo della fotocatalisi via decatungsta-
to e delle sue applicazioni in ambito sintetico € ancora
attiva e altamente stimolante, vista I'unicita di questo
fotocatalizzatore nell’attivazione tramite HAT di sva-
riati derivati organici; € tuttavia necessario evidenziare
un limite di tale approccio. Nonostante il decatung-
stato si sia rivelato molto efficiente anche sotto irrag-
giamento con luce solare, questo derivato & in grado
di sfruttarne esclusivamente la componente UV, che &
una frazione minoritaria dell’intero spettro di emissio-
ne solare. Uno degli obiettivi principali della ricerca
in questo settore e quindi quello di promuovere il pro-
cesso HAT impiegando una radiazione meno energeti-
ca, quale la luce visibile. Nel campo della photoredox
catalysis questo e reso possibile grazie all'impiego di
derivati colorati, quali i gia menzionati complessi a
base di Ru o I, oppure coloranti organici di diversa
natura. La ricerca di possibili sostituti del decatungsta-
to nel ruolo di fotocatalizzatori colorati per reazioni
via HAT e stata intrapresa di recente nel nostro labora-
torio con |'obiettivo finale di aumentare la sostenibilita
di questi promettenti processi fotocatalitici.
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Photocatalytic Processes via Decatungstate
Anion Applied to Organic Synthesis

Recent advances on the use of the decatungsta-
te anion [W, O, ]* as a photocatalyst applied to
organic synthesis have been reported. Particular
emphasis has been devoted to the peculiar acti-
vation mode of organic derivatives offered by this
unique photocatalyst: a Hydrogen Atom Transfer
(HAT) step.

@ LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO'I | N°2 | MARZO/APRILE 2017



([ 100% & 09:00

GICOM.

CONCESSIONARIA DI PUBBLICITA

4
'.
P2 ST
llILJ 1]
| f “f | i .‘ﬂ‘" f |
Yy ‘ | / \ ‘ |
W | | | ‘ | | ]
- W ¥ L . _ a Wa

WWW.AGICOM.IT



CHIMICA & SPETTROSCOPIA

DOI: http://dx.medra.org/10.17374/C1.2017.99.2.56

FILIPPO MANGOLINI", JOHN BRANDON MCCLIMON?, ROBERT W. CARPICK?

'INSTITUTE OF FUNCTIONAL SURFACES, SCHOOL OF MECHANICAL ENGINEERING, UNIVERSITY OF LEEDS (UK)
DEPARTMENT OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING, UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA, PHILADELPHIA (USA)
*DEPARTMENT OF MECHANICAL ENGINEERING AND APPLIED MECHANICS, UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA,

PHILADELPHIA (USA)
FMANGOLINI@LEEDS.AC.UK

DETERMINAZIONE QUANTITATIVA
DELLO STATO D’IBRIDIZZAZIONE DEL
CARBONIO TRAMITE SPETTROSCOPIA
DI ASSORBIMENTO DI RAGGI X

La spettroscopia di assorbimento di raggi X (near edge X-ray absorption fine structure, NEXAFS)
é una delle tecniche analitiche di superficie piu utilizzate per la caratterizzazione dallo stato

di legame e ordine strutturale del carbonio nei materiali carboniosi. Il lavoro qui presentato
costituisce un‘analisi della metodologia comunemente utilizzata per la valutazione quantitativa
dello stato d’ibridizzazione del carbonio tramite spettroscopia NEXAFS.

materiali a base di carbonio (grafene, fullereni,

nanotubi, carbonio amorfo) sono recentemente
diventati d’interesse strategico per numerose ap-
plicazioni tecnologicamente avanzate [1, 2]. Alla
luce della forte dipendenza delle proprieta di tali
materiali dallo stato d’ibridizzazione, ordine strut-
turale locale, e grado d’idrogenazione del carbo-
nio, la caratterizzazione di questi materiali neces-
sita metodi analitici quantitativi accurati [3].
Fra le tecniche di analisi di superficie, la spettrosco-
pia fotoelettronica di raggi X (XPS) [4-14], la spet-
troscopia di perdita di energia (EELS) [15-18], e la
spettroscopia di assorbimento di raggi X (NEXAFS)
[9, 19-26] sono largamente utilizzate per la carat-
terizzazione dei materiali carboniosi [3].
La spettroscopia XPS permette [’identificazione
degli elementi negli strati superficiali dei materia-
li, la determinazione del loro stato di legame e la
quantificazione della loro concentrazione atomica
percentuale [27]. Nel caso dei materiali a base di
carbonio, la caratterizzazione XPS dello stato d’i-
bridizzazione del carbonio € normalmente esegui-
ta tramite I'impiego di procedure di curve-fitting
del segnale fotoelettronico del carbonio 1s (C1s)

ed utilizzando due componenti distinte per il car-
bonio sp® e sp* [4-8, 14, 28, 29]. Tuttavia, I'ana-
lisi accurata di campioni di riferimento (grafite e
diamante) ha recentemente evidenziato che la po-
sizione dei segnali fotoelettronici C1s per il car-
bonio sp’ e sp? non é significativamente differente
[4, 5]. La determinazione della frazione di atomi
di carbonio ibridizzati sp’ pud comunque essere
effettuata tramite la spettroscopia XPS utilizzando
il segnale Auger del carbonio (KLL) [4, 5, 10, 11,
13, 29].

La spettroscopia EELS e attualmente il metodo di
maggiore utilizzo in ambiente di ricerca per rica-
vare la frazione di atomi di carbonio in stato sp?.
Anche se la spettroscopia EELS permette la deter-
minazione dello stato d’ibridizzazione del carbo-
nio tramite I’analisi della regione “low loss” (fra O
e 40 eV) e la regione “high loss” (acquisizione del
segnale C1s) [3, 15-18], questo metodo analitico
necessita la rimozione del film dal substrato e la
preparazione di lamelle in cross-section. Inoltre,
I"acquisizione del segnale C1s viene effettuata con
bassa risoluzione in energia (~0,5 eV) [3, 30].

La spettroscopia NEXAFS non soffre dei due limiti

Il dott. Mangolini & stato insignito del “Premio Mazzucotelli” durante il convegno ISA2016 svoltosi a Matera dal 29 maggio al 1° giugno 2016.
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sperimentali della spettroscopia EELS poiché non
richiede metodi avanzati per la preparazione dei
campioni e l'acquisizione dei segnali C1s & ese-
guita con una risoluzione in energia di circa 0,1
eV. 'adeguatezza della spettroscopia NEXAFS per
lo studio della configurazione di legame e dello
stato d’ibridizzazione del carbonio negli strati su-
perficiali dei materiali carboniosi deriva dalla pos-
sibilita di risolvere efficacemente picchi corrispon-
denti alla promozione di elettroni appartenenti ad
orbitali atomici 1s in diversi orbitali di antelegame
(* e 0%) [19, 20, 31-40]. Inoltre, I’analisi della di-
pendenza dell’intensita di tali picchi dall’angolo
d’incidenza della radiazione polarizzata permette
lo studio dell’orientazione di nanomateriali [41-
43] e molecole assorbite [44].

Tuttavia, I"acquisizione e I’elaborazione dei dati
NEXAFS & particolarmente difficoltosa nel caso
dei materiali a base di carbonio. In aggiunta alle
problematiche connesse alla calibrazione dell’e-
nergia dei fotoni X incidenti, alla normalizzazio-
ne dell’intensita spettrale e alla rimozione della
funzione di trasmissione della linea di luce e de-
gli effetti dovuti a instabilita del fascio X [45-47],
I"analisi accurata degli spettri NEXAFS C1s ne-
cessita la rimozione degli artefatti spettrali dovuti
alla presenza di contaminazione carboniosa sugli
elementi ottici delle linee di luce [46], nonché la
rimozione del contributo della contaminazione
presente sulla superficie dei materiali da esposi-
zione all’atmosfera [9]. Numerosi metodi per |'e-
laborazione degli spettri NEXAFS sono stati ripor-
tati in letteratura e permettono efficacemente la
rimozione degli artefatti sopra elencati [9, 45-47].
Nonostante il vasto utilizzo della spettroscopia
NEXAFS per lo studio dei materiali carboniosi, la
metodologia comunemente utilizzata per la valu-
tazione quantitativa dello stato d’ibridazione del
carbonio tramite spettroscopia NEXAFS non e stata
mai analizzata in dettaglio. Nella comunicazione
recentemente pubblicata in Analytical Chemistry
(2016, 88(5), 2817), gli autori del presente lavoro
hanno esaminato il metodo analitico per la deter-
minazione della frazione di carbonio sp” e analiz-
zato le sorgenti d’'incertezza ed errore nell’analisi
quantitativa.

La metodologia per la determinazione quantitativa
dello stato d’ibridizzazione del carbonio tramite
spettroscopia NEXAFS si basa sull’intensita relativa

dei picchi C1s—n* e C1s—o*. La procedura ¢ illu-
strata in Fig. 1 per un campione di carbonio amor-
fo idrogenato (a-C:H): l'intensita del picco C1s—n*
viene ottenuta tramite fitting con una gaussiana [9,
33], mentre l'intensita del segnale C1s—o* viene
ricavata integrando numericamente lo spettro in
un intervallo energetico (x,-x,). La frazione di car-
bonio sp? nel campione in studio (f_,) & calcolata
confrontando il rapporto di tali aree con quello ot-
tenuto da un campione di riferimento con percen-
tuale di carbonio sp? noto (solitamente grafite piro-
litica altamente orientata, HOPG) [9, 21, 33, 38]:

f o =10~_/

sp2 sam sam

(DE/IIF_/1_(DE)] (1)

dove I”__e I™ _sono, rispettivamente, le aree dei
sam ref

picchi Cls—n* per il campione in studio e per il

X 3

Intensita (A.u.)

4.0

0.0

e S E S =S

270 280 290 300 310 320 330 340

Energia (eV)

Fig. 1 - Spettri NEXAFS del livello C1s per un campione di carbonio
amorfo idrogenato (a-C:H) e grafite pirolitica altamente orientata
(HOPG). La determinazione quantitativa della frazione di carbonio
in stato di ibridizzazione sp? si basa sull’intensita relativa dei
picchi C1s—n* e C1s—o*. Lintensita del picco

Cl1s—n* viene ottenuta tramite fitting con una gaussiana [9, 33],
mentre l'intensita del segnale C1s—o* viene ricavata integrando
numericamente lo spettro in un intervallo energetico (x,-x,)
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Fig. 2 - a) Spettri NEXAFS del livello C1s per un campione di
grafite pirolitica altamente orientata (HOPG) acquisiti a differenti
angoli d’incidenza dei fotoni X (rispetto alla superficie);

b) incertezza nella frazione di carbonio sp? dovuta ad incertezze
nella posizione angolare del campione di riferimento (HOPG)

in funzione del frazione nominale di carbonio sp?

nel campione in studio

campione di riferimento, mentre | (DE) e | (DE)
sono le aree ottenute integrando lo spettro del
campione in studio e del campione di riferimento
fra due limiti (x, ex,).

L'analisi della letteratura ha evidenziato inconsi-
stenze nella definizione dei limiti di integrazioni
(x,-x,) utilizzati per la determinazione dell’area
del segnale C1s—o* (289-295 eV [48], 294-301
eV [24, 25], 293-302 eV [21], 288,6-325 eV [33],
289-325 eV [32], and 288,6-320 eV [9]), nonché
nelle condizioni sperimentali utilizzate durante
I"acquisizione dello spettro della grafite pirolitica
altamente orientata (in particolare, I’angolo d’inci-
denza del fascio X, e.g., 55° rispetto alla superficie
[33] 0 45° [9, 21]). La definizione dell’angolo d’in-
cidenza dei fotoni X & di particolare importanza

nel caso della grafite pirolitica altamente orientata
a causa della dipendenza dell’intensita relativa dei
picchi C1s—n* e Cl1s—oc* dalla direzione del vet-
tore del campo elettrico del fascio di raggi X (Fig.
2a) [47].

La derivazione teorica delle condizioni sperimen-
tali per I"acquisizione dello spettro NEXAFS del-
la grafite HOPG ha permesso la determinazione
dell’angolo d’incidenza dei raggi X (rispetto alla
superficie) in corrispondenza del quale i picchin* e
s* contribuiscono equamente allo spettro NEXAFS:

0, = cos™(1/2P)"? (2)

dove P e il fattore di polarizzazione del fascio di
raggi X (P = |EN|*/(JEI|?> + |E"|?) [47] (P=0,85 nel
caso delle linee di luce utilizzate nel lavoro pre-
sente [44, 49]). Nel caso di raggi X polarizzati line-
armente (P=1), 0_risulta uguale a 45°, mentre nel
caso di raggi X polarizzati ellitticamente con un
fattore di polarizzazione di 0.85, 6_ risulta ugua-
le a 40°. Tale risultato evidenzia che le condizioni
sperimentali utilizzate in molti lavorati pubblicati
in letteratura per I"acquisizione dello spettro di ri-
ferimento HOPG, in cui I"angolo d’incidenza dei
raggi X e 55° rispetto alla superficie della grafite,
non sono corrette.

La marcata dipendenza dell’intensita relativa dei
picchi C1s—n* e C1s—c* dalla direzione del vetto-
re del campo elettrico del fascio di raggi X nel caso
dello spettro del campione di riferimento (HOPG)
pone ulteriori problemi per la determinazione del-
la frazione del carbonio sp? per i materiali a base
di carbonio. Infatti, incertezze nella posizione an-
golare della grafite pirolitica altamente orientata
rispetto alla direzione del fascio di raggi X posso-
no risultare in incertezze nell’analisi quantitativa.
L'acquisizione di spettri HOPG a differenti angoli
d’incidenza (0) del fascio X (Fig. 2a) ha permesso
la derivazione di un’espressione analitica per la di-
pendenza dell’intensita relativa dei picchi C1s—n*
e C1s—o* dall’angolo 6. Tale espressione e stata in
seguito utilizzata per la valutazione dell’incertezza
nelle frazione di carbonio sp? in funzione dell’in-
certezza dell’angolo di incidenza (8). Nel caso di
un’incertezza di 1° in 0, l'incertezza nella frazione
di carbonio in stato d’ibridizzazione sp* aumenta li-
nearmente con la frazione nominale di carbonio sp?
fino a un valore di 3,6% nel caso di un rivestimento
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con una frazione di carbonio sp? di 1,0 (Fig. 2b).
Come riportato in precedenza, lintensita del se-
gnale Cls—o* viene ricavata integrando nume-
ricamente lo spettro in un intervallo energetico
(x,-x,). Alla luce dell’utilizzo di differenti limiti
d’integrazione in letteratura, 'effetto di tali limiti
sull’analisi quantitativa della frazione di carbonio
sp? e stato studiato nel caso di un campione di
carbonio amorfo idrogenato. | risultati hanno evi-
denziato che la variazione del limite inferiore di
integrazione (x,) fra 286,6 eV e 295 eV (tenendo il
limite di integrazione superiore fisso a 320 eV) non
comporta variazioni significative nella frazione di
carbonio sp? calcolata. Al contrario, la variazione
del limite superiore d’integrazione (x,) (tenendo il
limite di integrazione inferiore fisso a 286,6 eV) ha
mostrato una variazione significativa dei risultati
per valori di x, inferiori a 310 eV. Questi risultati
dimostrano che, per la quantificazione dello stato
d’ibridizzazione del carbonio tramite spettroscopia
NEXAFS, l'intensita del segnale C1s—o* deve es-
sere ottenuta con un limite d’integrazione inferiore
(x,) arbitrale fra 286,6 eV e 295 eV, mentre il limite
di integrazione superiore (x,) non deve essere fissa-
to ad energie inferiori a 310 eV.

La caratterizzazione di un rivestimento amorfo
carbonioso tramite spettroscopia NEXAFS, XPS
e Raman ha infine evidenziato un accordo fra i
risultati NEXAFS ottenuti con uno spettro di rife-
rimento acquisito ad un angolo di incidenza di
40° (f_, = 0,44+0,03) e i risultati ottenuti tramite
spettroscopia XPS (fSp2 = 0,48+0,02) [5] e Raman
(fsp2 = 0,45+0,01) [50]. Al contrario, "acquisizio-
ne dello spettro HOPG ad un angolo di incidenza
di 55° risulta in differenze significative: la frazione
di carbonio sp? ottenuta dai risultati NEXAFS (f_,
= 0,77+0,03) e notevolmente superiore a quellpa
ottenuta dalla spettroscopia XPS e Raman. Questi
risultati evidenziano I'importanza dell’utilizzo del
corretto angolo d’incidenza del fascio X per I'ac-
quisizione dello spettro di riferimento HOPG.

In conclusione, il presente lavoro ha rivisitato la
metodologia per la valutazione quantitativa dello
stato d’ibridazione del carbonio tramite spettro-
scopia NEXAFS, la quale e basata sull’analisi di un
campione di riferimento (solitamente grafite piroli-
tica altamente orientata HOPG) oltre al campione
in studio. Inconsistenze nell’utilizzo di tale me-
todologia sono state evidenziate nella letteratura.

La derivazione teorica delle condizioni sperimen-
tali per I'acquisizione dello spettro di riferimento
NEXAFS (HOPG) ha fornito un metodo specifico
per 'uso della spettroscopia NEXAFS per la de-
terminazione dello stato di legame del carbonio
e permesso lo studio delle sorgenti d’incertezza
nell’analisi quantitativa. La caratterizzazione di un
rivestimento amorfo carbonioso tramite spettrosco-
pia NEXAFS ha evidenziato un accordo fra i risul-
tati NEXAFS e quelli ottenuti tramite spettroscopia
fotoelettronica a raggi X e spettroscopia Raman.

Per ulteriori informazioni: F. Mangolini, J.B. McCli-
mon, R.W. Carpick, Analytical Chemistry, 2016,
88(5), 2817, DOI 10.1021/acs.analchem.5b04525.
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Quantitative Evaluation of the Carbon
Hybridization State by X-ray Absorption
Spectroscopy

Near edge X-ray absorption fine structure (NEXAFS)
spectroscopy is one of the mostly widely used sur-
face-analytical techniques for the characterization
of the local bonding configuration of carbon in
carbon-based materials. The present work critical-
ly assesses the common methodology for quanti-
tatively evaluating the carbon hybridization state
using NEXAFS measurements.

@ LA CHIMICA E L'INDUSTRIA online | ANNO'I | N°2 | MARZO/APRILE 2017



.@ SOCIETA CHIMICA ITALIANA
\

Societd Chimica ltaliana XXVI
Congresso Nazionale

10-14 Settembre 2017

% Chimica per la tutela dell'ambiente e del patrimo-
nio culturale

% Chimica per Peconomia circolare
< Chimica per la salute
% Produzione sostenibile e sviluppo economico

% Sessioni tematiche delle Divisioni Scientifiche con
la partecipazione dei Gruppi Interdivisionali

% Attivita del Gruppo Giovani: Premio Levi
< Attivita del Gruppo Senior: Chimica e Sport
< Eventi satellite di interesse industriale:

¢ Grafene e sue possibili applicazioni industriali

¢ Formulazioni nellindustria chimica e farmaceutica

Centro Congressi dell'Hotel Ariston

Via Laura 13, Paestum, Salerno
www.sci2017.org



DALLA LETTERATURA

A CURA DI SILVIA CAUTERUCCIO E MONICA CIVERA
DIPARTIMENTO DI CHIMICA

UNIVERSITA DI MILANO
SILVIA.CAUTERUCCIO@UNIMLIT
MONICA.CIVERA@UNIMLIT

Complessi di oro quali nuovi agenti antineoplastici
L'oro e tra i metalli pil interessanti e studiati nella
chimica organometallica, soprattutto grazie alle nu-
merose applicazioni che i suoi complessi trovano in
catalisi e, piti recentemente, in ambito biomedico. La
letteratura di questi ultimi mesi riporta in particolare
alcuni promettenti sviluppi sull’impiego di comples-
si di Au(lll) come potenziali agenti antineoplastici. |
complessi di Au(lll) mostrano infatti una maggiore
attivita rispetto a quelli di Au(l), sebbene risultino
generalmente piu tossici e meno stabili in condi-
zioni fisiologiche a causa del loro maggiore potere
ossidante e dell’elevata velocita di idrolisi. Un’ec-
cezione & rappresentata dai complessi di Au(lll)
contenenti leganti porfirinici, i quali mostrano una
buona stabilita in condizioni fisiologiche: tale stabi-
lita garantisce a questi complessi un’elevata attivita
anticancro in vivo nei confronti di diversi tipi di car-
cinoma. Purtroppo pero, la scarsa biodisponibilita e
I'elevata tossicita nelle cellule sane sono ancora tra
i maggiori ostacoli per uno sviluppo in fase clinica
di questi complessi. Tra i diversi approcci utilizzati
per superare questi problemi, la nano-formulazione
sembra essere una delle soluzioni pit promettenti,
soprattutto per complessi metallici con azione anti-
neoplastica. Recentemente, un gruppo di ricercatori
di Hong Kong [C.-M. Che et al., Chem. Sci., 2017, 8,
1942] ha messo a punto un sistema nanoconiugato
multifunzionale a base di un complesso porfirinico
di Au(lll) coniugato a glicole polietilenico (Fig. 1a).
L'impiego del PEG, che € un ben noto polimero a
carattere idrofilico approvato dall’FDA per la formu-
lazione di farmaci, oltre a rendere il complesso di
Au(lll) maggiormente solubile in acqua, minimizza
le interazioni del complesso con proteine o altre bio-
molecole presenti nell’ambiente biologico, preser-
vando il complesso da processi di decomposizione.
Inoltre, il PEG conferisce un elevato carattere anfi-
filico al complesso, che e cosi in grado di riarran-
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giarsi in ambiente acquoso in micelle di dimensioni
nanometriche (ca. 120-200 nm, Fig. 1b). Tale nano-
coniugato presenta un’elevata tossicita in vitro nei
confronti di numerose linee di cellule tumorali uma-
ne, comprese alcune linee cellulari resistenti al ci-
splatino e alla doxorubicina, e dimostra, inoltre, una
buona selettivita d’azione verso le cellule tumorali
rispetto a quelle sane. Buoni risultati sono stati ot-
tenuti anche in esperimenti in vivo, osservando una
bassa tossicita sistemica, accompagnata da un’inibi-
zione nella crescita di tumori, compresi anche quelli
resistenti al cisplatino. Il gruppo di Che ha sviluppa-
to anche una nuova classe di derivati organometal-
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lici ad elevata attivita antitumorale sia in vitro che in
vivo [C.-M. Che et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2017,
56(14), 3892], costituiti da complessi ciclometallati
di Au(lll) contenenti leganti di natura carbenica (Au-
NHC, Fig. 1c). Una semplice modifica strutturale di
questi complessi ha permesso di ottenere un utilis-
simo probe chimico (Au-probe, Fig. 1c), in grado
di formare addotti covalenti con la proteina tramite
irraggiamento sfruttando il pendaglio diazirinico, e
di legarsi ad un fluoroforo attraverso click-chemistry
sfruttando il pendaglio alchinilico. Au-probe ha per-
messo di evidenziare che i complessi Au-NHC sono
agenti anticancro multi-target, capaci di legarsi spe-
cificatamente a ben sei diverse cellular proteins, tutte
considerate potenziali target anticancro. Questa ca-
ratteristica risulta molto interessante, soprattutto nel
contrastare il fenomeno della resistenza ai farmaci
antitumorali, che si verifica generalmente con agen-
ti antitumorali single-target, come conseguenza di
mutazioni genetiche del DNA molto frequenti nelle
cellule tumorali. | complessi Au-NHC rappresentano
quindi degli ottimi candidati nello sviluppo di antitu-
morali multi-target, caratterizzati da una potenziale
low drug resistance.

Determinazione della struttura 3D
di aptameri single-strand di DNA
Gli aptameri sono oligonucleotidi capaci di legarsi

si basa su un processo a piu stadi in cui vengono se-
lezionati aptameri di 20-25 nucleotidi da un insieme
di sequenze randomized di RNA o DNA. La determi-
nazione della struttura 3D di un aptamero, e quindi
dell’interazione con un target proteico, potrebbe mi-
gliorare la selettivita del bio-sensore e, di conseguen-
za, le sue potenzialita applicative. Inoltre, nota a li-
vello molecolare I'interazione tra apatameri immobi-
lizzati sulla superficie del bio-sensore si potrebbero
progettare probes piu selettivi e sensibili. Ad oggi i
tools computazionali per la predizione strutturale di
aptameri sono limitati alle sequenze single-strand di
RNA mentre mancano per i sistemi piti stabili sSDNA,
di cui esistono poche strutture sperimentali. In que-
sto lavoro [l. Jeddi, Scientific Reports, 2017, 1178],
gli autori propongono una pipeline computazionale
basata su quattro passaggi principali (Fig. 2) in cui
diversi tools strutturali 2D e 3D vengono applicati
per determinare la struttura di aptameri ssDNA. Nel
primo passaggio si genera una struttura secondaria
dell’aptamero a partire dalla sequenza di nucleotidi,
in seguito (step 2) si genera un modello 3D equiva-
lente di RNA, nel terzo step il modello 3D di RNA &
trasferito in un modello 3D di DNA e nel passaggio
finale (step 4) la struttura viene minimizzata.

[l metodo é stato valutato selezionando 24 ssDNA
con una struttura nota ottenendo dei buoni risultati
soprattutto per strutture di DNA di tipo hairpin.
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uesto mese parliamo di nanoscale organic syn-

thesis, di high throughput experimentation, e di
ottimizzazione di composti attivi da high throughput
screening/HTS; per farlo useremo due recenti lavori
di un gruppo di chimici della multinazionale Merck,
ad assicurarci della rilevanza applicativa del loro ap-
proccio.
Nel 2015 [A. Buitrago Santanilla et al., Science,
2015, 347, 49] e stata pubblicata la sintesi ad alta
capacita miniaturizzata, applicata a trasformazioni
chimiche complesse e di rilevanza farmacologica.
Analizzando il Database Merck riguardo a reazioni
conclusive di “assemblaggio” di molecole finali da
due intermedi avanzati e costosi per accoppiamento
C-N, gli autori riportano che il 55% (piu della metal!)
di tali coupling fallisce. In altre parole, reazioni otti-
mizzate su substrati semplici falliscono spesso quan-
do applicate a substrati complessi.
| ricercatori hanno scelto un C-N coupling standard
(eq. 1, Fig. 1), e ne hanno ottimizzato le condizioni
sperimentali usando 96 combinazioni fra 6 basi or-
ganiche (solubili in molti solventi) e 16 complessi
catalitici Pd-ligando (scelti anche per I'ingombro, a
schermare il Pd da complessazione con solventi co-
ordinanti). Le 96 reazioni sono state condotte prima
in micropiastra (microscala) a 96 pozzetti, contenen-
ti una vial di vetro, con =1 mg di composto in 25
uL di DMSO (solvente “universale”) a temperatura
ambiente; in seguito in nanopiastra (nanoscala) a
1536 pozzetti di plastica, con =20 ug di composto
in =1 uL. In ambo i casi, con l"appropriata auto-
mazione e miniaturizzazione, si e eseguita la rea-
zione, si @ valutata la resa e si sono caratterizzati i
prodotti; la coppia base 4a/complesso catalitico 5a
ha dato i migliori risultati in resa di 3a (Fig. 1). La
scala nano/1536 pozzetti ha permesso di ripetere lo
schema a 96 combinazioni per il coupling fra I'aril
bromuro 2a e 16 diversi nucleofili (1b-q, eq. 2; alcu-

ni esempi di nucleofili/1b-g sono mostrati in Fig. 1);
si sono identificate alcune coppie base-complesso
catalitico a dare il prodotto di reazione per la mag-
gioranza dei 16 composti 3b-q.
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Gli autori hanno poi affrontato un set di composti
complesso: 12 nucleofili (fra cui 6a e 6b) e 8 elet-
trofili (fra cui 7a e 7b, eq. 3, Fig. 2). Le 96 combi-
nazioni sono state testate usando in micropiastra/96
pozzetti la coppia base 4a/complesso catalitico 5a
e le migliori condizioni sperimentali. 54 dei 96 pro-
dotti attesi si sono formati, con rese variabili; ben 42
(=45%), a dimostrazione della poca “universalita” di
reattivita per substrati diversi, non sono stati ottenuti.
Gli autori hanno scelto 32 fra i 42 coupling “falliti”,
e li hanno effettuati in nanopiastra/1536 pozzetti in
48 condizioni di reazione diverse (eq. 4, 8 basi, 6
complessi catalitici), ottenendo 21 fra i 32 composti
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attesi; infine, scegliendo 6 degli 11 coupling ancora
“falliti” e sottoponendoli a 48 condizioni diverse (eq.
5, diverse stechiometrie di reagenti, basi e cataliz-
zatori, Fig. 2) in 3 micropiastre/96 pozzetti, 5 fra i 6
prodotti attesi sono stati ottenuti.
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Fig. 2

Bassissimo consumo di reattivi, rapida messa a pun-
to di condizioni di reazione, librerie di analoghi per
acquisire relazioni struttura-attivita per una classe di
composti. Quest’ultimo punto in particolare e I'ar-
gomento di un recentissimo lavoro dello stesso grup-
po [T. Cernak et al., . Med. Chem. ASAP Articles,
DOI: _10.1021/acs.jmedchem.6b01543] in cui la
metodologia (in versione micropiastra, ~1 mg scala
di reazione) e applicata ad un progetto hit-to-lead.
A partire dal benzimidazolo 10a (Fig. 3), inibitore
della diacilglicerolo ariltransferasi 1 (DGATT1) sinte-
tizzato dall’aril cloruro 8a/elettrofilo e dalla spiropi-
peridina 9a/nucleofilo, gli autori hanno il nucleofilo
(sette composti 9b-g, Fig. 3); utilizzando le condizio-
ni di sintesi usate per 10a (dimetilacetammide/DPA
come solvente, DIPEA come base). Ben 4 reazioni
su 7 (composti 9d-f) non hanno prodotto il compo-
sto desiderato, impedendo I’acquisizione di una SAR
preliminare.

L'uso di high throughput experimentation su scala
micropiastra/96 pozzetti ha permesso di identifica-
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re le migliori condizioni di reazione attraverso 48
esperimenti (elettrofilo 8b + 6 nucleofili 9i-n, eq.
6, Fig. 4; nucleofilo 9a + 6 elettrofili 8a,8c-g, eq. 7;
4 coppie solvente-base per ogni esperimento), con
solo due reazioni fra 9a e due elettrofili fallite sulle
12 effettuate. La coppia N-Me-pirrolidone (NMP)-so-
dio bicarbonato & stata poi usata per ottenere una
libreria di analoghi con buon successo (35 prodotti
ottenuti su 43 previsti, 30 mg di composto 8a usati
in totale, eq. 8, Fig. 4); la loro caratterizzazione ha
permesso agli autori di ottimizzare strutturalmente la
serie degli inibitori benzimidazolici di DGATT, fino
a giungere alla struttura del /ead 10b (Fig. 4), dota-
to di attivita in vivo ed in corso di caratterizzazione
ulteriore.
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QUESTIONI DI SICUREZZA

Tutto sommato il mondo della sicurezza sul lavo-
ro e entrato precocemente nella mia vita; prima
attraverso mia moglie, che € una chimica, e che per
parecchio tempo ha lavorato come ispettore del la-
voro. Ne abbiamo discusso spesso, ma devo confes-
sare che finché non sono entrato “di persona” nel
mondo della sicurezza, nel momento in cui ho ca-
sualmente accettato di svolgere il ruolo di RLS (Rap-
presentante lavoratori per la sicurezza) previsto dalla
legge 81/08, non mi sono mai sentito parte integran-
te di questo mondo cosi complesso. Non dico che
ho sottovalutato le cose, ma certo la “percezione”
del rischio ha avuto una parte ridotta nel mio lavoro.
Me ne sono reso conto soltanto dopo, solo dopo es-
sere entrato a pieno titolo dentro le problematiche.
Solo oggi dopo oltre due anni come RLS nella mia
universita, dopo aver accettato quest’anno di svol-
gere anche un corso sul tema della sicurezza e di
far parte della squadra prevenzione incendi, ho I'im-
pressione di avere acquisito per la prima volta una
visione piu chiara di quanto la sicurezza sia impor-
tante non solo nella nostra attivita lavorativa.
Questo mi fa riflettere sul fatto che probabilmente
sarebbe assolutamente necessario che queste idee,
questi concetti divenissero parte integrante del cur-
riculum del chimico, fossero aggiunte nel suo back-
ground, allo stesso modo dell’analisi matematica,
della meccanica quantistica o di qualunque altro in-
sieme di idee e concetti chiave. Un corso base di si-
curezza di alcune ore sarebbe anche necessario non
solo per la frequenza ai laboratori di chimica dove
lo studente che frequenta € da considerarsi un vero e
proprio lavoratore, soggetto alle norme della 81/08,
ma anche dopo, nell’attivita lavorativa, dove il da-
tore di lavoro di un chimico avra necessita di fargli
frequentare un corso di quel tipo. La situazione mi
appare a macchia di leopardo, nel senso che alcuni
corsi e alcune sedi universitarie si sono gia attrez-

zate, mentre altre latitano; la mia sede e nel guado,
per esempio, anche perché non si tratta solo degli
studenti di chimica, ma anche di tutti gli studenti che
frequentino attivita di laboratorio (fisica, biologia, in-
gegneria, etc.); non solo, anche 'uso delle postazio-
ni di videoterminale & soggetto a controlli; e secondo
le normative UE (sentenza 12-12-96) anche in questo
caso, indipendentemente da chi usi il videotermina-
le, se supera o meno le 20 ore settimanali e possa es-
sere considerato un videoterminalista, la postazione
come tale deve essere a norma.

La maggior parte di noi sono “preposti” nei confron-
ti degli studenti, dei laureandi, dei dottorandi e dei
post-doc: tutti costoro (compresi noi e i “dirigenti”,
ossia direttori di dipartimento e Rettore, che e il da-
tore di lavoro) dovrebbero seguire un pit 0 meno
breve corso di formazione e non di sola informazio-
ne; la differenza sta nella verifica dell’apprendimen-
to e in chi eroga il corso.

Diversamente dall'industria e dai servizi, dove que-
ste tematiche sono state al centro da parecchio, e
dove pero la gravita e complessita delle cose non ha
impedito I"accadimento di gravi incidenti anche re-
centi, pur riducendone sia il numero assoluto che la
frequenza rispetto al numero di ore lavorate, il setto-
re universitario vede meno attenzione; eppure anche
qui ci sono stati casi eclatanti (caso Catania).

La buona notizia & che secondo la CGIA di Mestre
(2017): Negli ultimi 45 anni il numero dei decessi e
degli infortuni nei cantieri e nelle fabbriche e crolla-
to: se all’inizio degli anni "70 gli eventi infortunistici
sfioravano quota 1,6 milioni, nel 2016 sono scesi al
minimo storico di poco superiore a 630.000 unita.
Sempre nello stesso arco temporale, i morti, invece,
sono passati da poco pit di 3.650 a poco piu di un
migliaio. Da un punto di vista statistico, correttezza
impone di fare riferimento all’indice di frequenza de-
gli incidenti: un parametro che viene calcolato rap-

@ LA CHIMICA E UINDUSTRIA online | ANNO | | N°2 | MARZO/APRILE 2017



riondino balestrieri

I

rohrwacher

CLTT !

quatriglio

o

portando il numero degli infortuni alle ore lavorate.

Ebbene, tra il 2011 e il 2016 I'indice di frequenza de-

gli infortuni é in costante diminuzione e nell’ultimo

anno é sceso addirittura dell’1,3 per cento.

Tuttavia malgrado il miglioramento rimane la que-

stione base; ogni anno almeno 1.000 persone in Ita-

lia muoiono di lavoro: 3 al giorno, una ogni 8 ore,
una ogni “giorno” di lavoro.

A questo dobbiamo aggiungere la questione rifiuti:

come si smaltiscono i rifiuti di laboratorio? Spesso in

modo inopportuno. In questo caso non ci sono morti

o persone che si lamentano, ma I’'ambiente ci chiede

il conto o prima o poi.

La questione si potrebbe forse porre piu facilmente

chiedendo a noi stessi un po’ di cose, note che na-

scono dalle banali osservazioni quotidiane:

- le vostre cappe sono verificate semestralmente? Al
di a della verifica della cappa come elettrodome-
stico se aspirate da una cappa e le altre sono chiuse
I'impianto vi garantisce che i fumi e i vapori, spesso
non rilevabili, non ricadano in cappe adiacenti? Le
vostre cappe lavorano per diluizione o per filtrazio-
ne? Se lavorano per diluizione (come nella maggior
parte dei casi) i prodotti della emissione vengono
espulsi in quali condizioni? Lontano dagli aspira-

tori del vostro edificio? Nella direzione dei venti
dominanti? Lontano da case o altre zone abitate?

- esiste un documento di valutazione del rischio del
vostro laboratorio (DVR)? Ne siete a conoscenza?
Lo usate come base della formazione degli studenti
e dottorandi che lo frequentano? Esiste un piano di
emergenza antincendio? Lo avete mai letto? Fate le
prove antincendio? Sapete dove ¢ il piu vicino estin-
tore e come si usa? Sapete se & un estintore a pol-
vere, idrico o0 a CO,? Avete mai usato un estintore?

- chi sono i rappresentanti per la sicurezza nel vostro
posto di lavoro? Conoscete i loro nomi? Chi sono i
membri della squadra antincendio?

- come vi liberate dei residui di laboratorio? Esiste un
piano per i rifiuti? Quando li consegnate all’addet-
to o li mettete nel deposito in attesa di smaltimento
usate dei contenitori e delle etichette adeguati con
le indicazioni di legge?

Se avete risposto senza problemi a tutte queste do-

mande non avrete nessun premio, solo buona co-

scienza; se invece avete avuto problemi a rispondere

a qualcuna di queste domande, queste pagine saran-

no state utili e vi invitano a fare qualcosa per cam-

biare la situazione.

Buon lavoro.
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= _sonnalenra o vertigini

Ouesti prodotti possono rientrzre inuna o pid delle seguenti
categorie:

tossici per la rip

= = effetti negativi sulle funziont sessuali,
diminuziane de!

el . morte del feta o matfo
prodottlcon tossicitd specifica per arganl bersaglio (es. fegato o
SISTEM® ABrVOsa) Sia per Bsposizaon singole che ripetute.

&

= prodotti con gravi etfetti sul polmoni, anche mortali, se penetrano
attraverso le vie respiratorie (anche 2 seguito di vomital
= prodett che possena provecare aliergie respiratorie (es, asmal

Questi prodotti sone pericolosi per lambiente acquatico (es. pesc,
trestacel, alghe o plante scquatiche)

®
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Societd Chimica ltaliana

La Societa Chimica Italiana, fondata nel 1909 ed eretta in Ente Morale con R.D. n. 480/1926,
€ un’associazione scientifica che annovera quasi quattromila iscritti. I Soci svolgono la loro
attivita nelle universita e negli enti di ricerca, nelle scuole, nelle industrie, nei laboratori
pubblici e privati di ricerca e controllo, nella libera professione. Essi sono uniti, oltre che
dall’interesse per la scienza chimica, dalla volonta di contribuire alla crescita culturale ed
economica della comunita nazionale, al miglioramento della qualita della vita dell’'uomo e
alla tutela dell’ambiente.

La Societa Chimica Italiana ha lo scopo di promuovere lo studio ed il progresso della Chimi-
ca e delle sue applicazioni Per raggiungere questi scopi, e con esclusione del fine di lucro,
la Societa Chimica Italiana promuove, anche mediante i suoi Organi Periferici (Sezioni, Di-
visioni, Gruppi Interdivisionali), pubblicazioni, studi, indagini, manifestazioni.

Le Sezioni perseguono a livello regionale gli scopi della Societa. Le Divisioni riuniscono Soci
che seguono un comune indirizzo scientifico e di ricerca. | Gruppi Interdivisionali raggrup-
pano i Soci interessati a specifiche tematiche interdisciplinari.

La Societa organizza numerosi convegni, corsi, scuole e seminari sia a livello nazionale
che internazionale. Per divulgare i principi della scienza chimica nella scuola secondaria
superiore organizza annualmente i Giochi della Chimica, una competizione che consente
ai giovani di mettere alla prova le proprie conoscenze in questo campo e che seleziona la
squadra nazionale per le Olimpiadi Internazionali della Chimica.

Rilevante & I'attivita editoriale con la pubblicazione, congiuntamente ad altre Societa Chi-
miche Europee, di riviste scientifiche di alto livello internazionale. Organo ufficiale della
Societa e la rivista La Chimica e IIndustria.

Nuova iscrizione

Per la prima iscrizione il Candidato Socio deve essere presentato, come da Regolamento, da
due Soci che a loro volta devono essere in regola con l'iscrizione. | Soci Junior (nati nel 1987
o successivi) laureati con 110/110 e lode (Laurea magistrale e Magistrale a ciclo unico) han-
no diritto all’iscrizione gratuita e possono aderire - senza quota addizionale - a due Gruppi
Interdivisionali.

Contatti Supporto Utenti

Sede Centrale Tutte le segnalazioni relative a

Viale Liegi 48c - 00198 Roma (Italia) malfunzionamenti del sito vanno indirizzate
Tel +39 06 8549691/8553968 a webmaster@soc.chim.it

Fax +39 06 8548734 . :
Se entro 24 ore la segnalazione non riceve

Ufficio Soci Sig.ra Maria Carla Ricci risposta dal webmaster si prega di reindirizzare
E-mail: ufficiosoci@soc.chim.it la segnalazione al coordinatore

. " N WEB giorgio.cevasco@unige.it
Segreteria Generale Sig.ra Paola Cerrini

E-mail: segreteria@soc.chim.it Redazione “La Chimica e I'Industria”

Organo ufficiale della Societa Chimica Italiana
Anna Simonini

P.le R. Morandi, 2 - 20121 Milano

Congressi Sig.ra Manuela Mostacci Tel. +39 345 0478088

E-mail: ufficiocongressi@soc.chim.it E-mail: anna.simonini@soc.chim.it

Amministrazione Rag. Simone Fanfoni
E-mail: simone.fanfoni@soc.chim.it




